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RESUMO 

A sífilis é uma infecção sexualmente transmissível bacteriana tendo como agente etiológico a 

Treponema pallidum. Atualmente é um problema de saúde pública, sendo que em certas regiões 

do mundo a prevalência tem aumentado significativamente. Em 2023, o Brasil registrou 

242.826 casos de sífilis adquirida, com uma taxa de detecção de 113,8 casos por 100.000 

habitantes. Apesar dos avanços na prevenção e no tratamento, a falta de diagnóstico precoce e 

a continuidade do tratamento ainda são barreiras significativas. A sífilis apresenta quatro 

estágios, sendo eles, o primário, secundário, latente e terciário ou também chamado de forma 

tardia. O diagnóstico é bastante complexo, realizado com base na história clínica, exame físico, 

semiologia e testes laboratoriais complementares, os quais consistem nos testes treponêmicos 

e não treponêmicos. Contudo, os atuais exames laboratoriais confirmatórios são muitas vezes 

ineficazes, gerando falso-resultados bem como levando a imprecisão do diagnóstico das fases 

da sífilis. Neste contexto, este trabalho propôs o desenvolvimento de uma plataforma de teste 

sorológico, ultrassensível, baseado em peptídeos de epítopos específicos provenientes de 

proteínas imuno dominantes altamente antigênicas e imunogênicas. Os participantes foram 

amostrados por meio de um estudo transversal. Assim, o perfil epidemiológico dos participantes 

foi determinado. O estudo transversal de acurácia diagnóstica foi executado avaliado a acurácia, 

sensibilidade, especificidade e valores preditivos do teste índice como uma ferramenta de 

vigilância para exposição à sífilis. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos da Universidade de Rio Verde – Goiás/UNIRV sob o número de protocolo 

CAAE: 59241322.0.0000.5077. Os epítopos das cinco proteínas de antígenos 

imunodominantes Tp0171 (Tp15), Tp0435 (Tp17), Tp0574 (Tp47), Tp0684 e Tp0453 foram 

desenhados por ferramentas de bioinformática e peptídeos miméticos destes epítopos foram 

sintetizados quimicamente. Foram utilizados cinco peptídeos como antígenos em ELISA contra 

amostras de soro de sífilis positiva ou não infetados (n=84). Após, os peptídeos de melhor 

performance diagnóstica foram utilizados para monitorizar a eficácia do tratamento da sífilis 

(n=122). Entre os peptídeos avaliados para o diagnóstico, o CETp0435 apresentou um 

desempenho de diagnóstico superior, alcançando 100% de sensibilidade e especificidade com 

elevada acurácia. Os peptídeos CETp0171 e CETp0574 demonstraram um elevado 

desempenho de diagnóstico, com sensibilidade superior a 83% e especificidade superior a 90%. 

Os peptídeos CETp0684 e CETp0453 apresentaram uma sensibilidade superior a 80% e 90%, 

respetivamente, no entanto, o CETp0453 apresentou uma especificidade reduzida (~66%). Os 

peptídeos CETp0435 e CETp0171 demonstraram uma elevada acurácia de diagnóstico em 

todos os estágios da sífilis, com uma sensibilidade superior a 83% e uma especificidade superior 

a 97%. O CETp0435 alcançou 100% de sensibilidade e especificidade nos estágios primário, 

secundário e latente, enquanto o CETp0171 demonstrou um excelente desempenho na sífilis 

secundária e elevada acurácia nos estágios primário e latente. Após, os peptídeos CETp0435 e 

CETp0171 foram efetivos no monitoramento da eficácia do tratamento da sífilis, como 

evidenciado pelo declínio significativo dos níveis de anticorpos nos soros após o tratamento, 

apoiando o seu potencial como biomarcadores para avaliar a eficácia terapêutica. Ao final deste 

estudo obteve-se dois peptídeos, CETp0435 e CETp0171, como antígenos vantajosos para o 

sorodiagnóstico e o monitoramento do tratamento. A predição de epítopos via bioinformática 

permitiu o desenvolvimento de plataformas ELISA que oferecem ferramentas promissoras para 

uma melhor deteção da sífilis além de alternativa de teste treponêmico no monitoramento da 

abordagem terapêutica para sífilis, atualmente avaliada somente por testes não treponêmicos. 

 

Palavras-chaves: Sífilis; estudo de acurácia; sorodiagnóstico; peptídeo sintético; antígenos 

imunodominantes. 



ABSTRACT 

Syphilis is a bacterial sexually transmitted infection (STI) caused by Treponema pallidum. It 

remains a significant public health concern, with prevalence increasing in certain regions 

worldwide. In 2023, Brazil recorded 242,826 cases of acquired syphilis, with a detection rate 

of 113.8 cases per 100,000 inhabitants. Despite advances in prevention and treatment, the lack 

of early diagnosis and adherence to treatment remain major barriers. Syphilis progresses 

through four stages: primary, secondary, latent, and tertiary (also referred to as late-stage 

syphilis). Diagnosis is highly complex and relies on clinical history, physical examination, 

semiology, and complementary laboratory tests, which include treponemal and non-treponemal 

assays. However, current confirmatory laboratory tests often exhibit limitations, leading to false 

results and impairing the accurate staging of syphilis. In this context, this study aimed to 

develop an ultra-sensitive serological testing platform based on specific epitope-derived 

peptides from immunodominant proteins involved in the invasion of host cells and/or highly 

expressed during the replication stages of the syphilis-causing bacterium. These proteins are 

highly antigenic and immunogenic. Participants were enrolled in a cross-sectional study and 

categorized into flowcharts using a diagrammatic approach. The epidemiological profile of the 

participants was determined, and a diagnostic accuracy study assessed the sensitivity, 

specificity, predictive values, and overall accuracy of the index test as a surveillance tool for 

syphilis exposure. This study was approved by the Research Ethics Committee for Human 

Studies at the University of Rio Verde – Goiás/UNIRV under protocol number CAAE: 

59241322.0.0000.5077. The epitopes of five immunodominant antigenic proteins—Tp0171 

(Tp15), Tp0435 (Tp17), Tp0574 (Tp47), Tp0684, and Tp0453—were designed using 

bioinformatics tools, and mimetic peptides of these epitopes were chemically synthesized. Five 

peptides were used as antigens in an ELISA assay against serum samples from individuals with 

syphilis or uninfected individuals (n=84). Subsequently, the peptides with the best diagnostic 

performance were used to monitor the efficacy of syphilis treatment (n=122). Among the 

peptides evaluated for diagnosis, CETp0435 exhibited superior diagnostic performance, 

achieving 100% sensitivity and specificity with high accuracy. The peptides CETp0171 and 

CETp0574 demonstrated strong diagnostic performance, with sensitivity exceeding 83% and 

specificity above 90%. The peptides CETp0684 and CETp0453 showed sensitivities above 

80% and 90%, respectively; however, CETp0453 exhibited reduced specificity (~66%). 

CETp0435 and CETp0171 demonstrated high diagnostic accuracy across all syphilis stages, 

with sensitivity above 83% and specificity exceeding 97%. CETp0435 achieved 100% 

sensitivity and specificity in primary, secondary, and latent stages, whereas CETp0171 

demonstrated excellent performance in secondary syphilis and high accuracy in primary and 

latent stages. Furthermore, CETp0435 and CETp0171 were effective in monitoring syphilis 

treatment efficacy, as evidenced by a significant decline in antibody levels in serum samples 

post-treatment, supporting their potential as biomarkers for therapeutic efficacy assessment. As 

a result, two peptides, CETp0435 and CETp0171, were identified as advantageous antigens for 

serodiagnosis and treatment monitoring. Epitope prediction using bioinformatics enabled the 

development of ELISA platforms that provide promising tools for improved syphilis detection 

and offer an alternative treponemal test for monitoring therapeutic approaches to syphilis, 

which is currently assessed exclusively through non-treponemal tests. 

 

Keywords: Syphilis; accuracy study; serodiagnosis; synthetic peptide; immunodominant 

antigens. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A sífilis é uma infecção sexualmente transmissível (IST) causada pela bactéria 

Treponema pallidum, considerado um agravo de notificação compulsória, caracteriza-se por 

múltiplos estágios clínicos e longos períodos de latência. Apesar dos avanços no diagnóstico e 

tratamento, a sífilis continua sendo um problema de saúde pública global, com um aumento 

significativo de casos nos últimos anos (WHO, 2024). A doença pode causar complicações 

graves se não tratada, afetando diversos sistemas do corpo humano, incluindo o sistema nervoso 

central e cardiovascular (Santacroce et al, 2020; Freitas et al, 2020). 

Historicamente, a origem da sífilis é controversa. Duas teorias principais competem 

para explicar seu surgimento: a teoria colombiana, que sugere que a doença foi trazida para a 

Europa pelos marinheiros de Cristóvão Colombo após o retorno das Américas, e a teoria pré-

colombiana, que argumenta que a sífilis já existia na Europa antes das viagens de Colombo 

(Tampa et al, 2014; Braga et al, 2021). Independentemente de sua origem, a sífilis rapidamente 

se espalhou pela Europa no final do século XV e início do século XVI, causando uma pandemia 

significativa. Desde então, o desenvolvimento de testes diagnósticos mais precisos e 

tratamentos eficazes, como a penicilina, transformou significativamente o manejo da doença. 

No entanto, desafios persistem, incluindo o aumento da resistência aos antibióticos e a 

necessidade de estratégias de prevenção mais eficazes (Maia et al, 2023). 

 

1.1. EVOLUÇÃO EPIDEMIOLÓGICA  

 

De acordo com historiadores a sífilis foi encontrada nos estudos de esqueletos 

datados de cem anos, antes de 1492, nas Américas. Essa doença assolou diversos países e 

populações, tendo incontáveis casos e mortes decorrentes das suas complicações (Passos et al, 

2021). Há relatos que os números de casos dessa doença aumentaram após a volta dos soldados 

da segunda guerra mundial, contudo, com a descoberta da penicilina, a doença se estabilizou, 

diminuindo o número de casos. Entretanto, com a revolução sexual em meados de 1960, a 

doença começou a assolar a população (Peeling et al, 2017).  

Apesar da disponibilidade de terapia antibiótica barata e eficaz, a sífilis continua 

sendo uma doença prevalente nos países em desenvolvimento e ressurgiu como uma ameaça à 

saúde pública nos países desenvolvidos (European Center for Disease Prevention and Control: 

Syphilis, 2024; Komori et al, 2024). Durante os anos 2000 houve um declínio significativo nos 

casos de sífilis em países desenvolvidos, sendo as taxas bem menores que em 1941, levando 
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muitos pesquisadores a acreditarem que a doença poderia ser erradicada. Contudo, após alguns 

anos de baixa incidência, infelizmente em 2001 a 2005 os números voltaram a aumentar, 

chegando em 2004 a 2005 a uma alta de cerca de 11% desde 1990 (Puccio et al, 2019).  

Segundo o European Center for Disease Prevention and Control: Syphilis (2024) 

descreveu em seu relatório epidemiológico anual que entre 2013–2022, foram notificados cerca 

de 250.000 casos de sífilis no cenário europeu. O número de notificações anuais aumentou 

continuamente entre 2013 e 2019 e diminuiu em 2020. A diminuição em 2020 esteve associada 

a o impacto da pandemia da COVID-19 na disponibilidade e/ou acesso aos serviços de cuidados 

de IST, redução das oportunidades de testagem e diminuição da capacidade de vigilância das 

IST devido ao desvio de recursos para a resposta à COVID-19.  

Com o surgimento da pandemia da COVID-19, houve uma mudança na 

epidemiologia das infecções sexualmente transmissíveis (IST), principalmente a sífilis, não 

somente nos países europeus, mas também em alguns países como a Ásia e a América do Norte 

e também na região do Caribe. Foi observado uma redução no número de pessoas 

diagnosticadas com sífilis durante esse período (Chia et al, 2021 e Cusini et al, 2021). Além 

disso, Furlam et al. (2022) relataram que a pandemia da COVID-19 gerou uma redução no 

número dos procedimentos de diagnóstico e tratamento da sífilis no Brasil, além do 

enfraquecimento do relacionamento entre os usuários e o sistema de saúde do país.  

Desta forma, a doença apresenta incidência oscilante ao longo do tempo, com isso, 

ainda em 2021, a sífilis apresenta alta prevalência constituindo-se em um problema de saúde 

pública no Brasil e segundo a OMS (2021), o panorama da sífilis no Brasil não diverge da de 

outros países. Os números de casos são preocupantes, o que demonstra a necessidade de reforço 

às ações de vigilância, prevenção e controle da infecção.  

Em 2010, a sífilis adquirida teve sua notificação compulsória implantada em todo 

território nacional apresentando taxa de detecção aumentada de 2,0 casos por 100 mil habitantes 

em 2010, para 42,5 casos por 100 mil habitantes em 2016 no Brasil. Segundo a Organização 

Mundial da Saúde (OMS), ainda em 2016, foi diagnosticada 6,3 milhões de casos da doença 

em todo o mundo, com uma prevalência global estimada de 0,5%. No Brasil, a doença passou 

a ser considerada uma epidemia devido à aumento significativo no número de casos nos últimos 

anos (Brasil, 2017). Em 2023, o Brasil registrou 242.826 casos de sífilis adquirida, com uma 

taxa de detecção de 113,8 casos por 100.000 habitantes. A distribuição regional foi a seguinte: 

114.913 casos (47,3%) na região Sudeste, 49.931 (20,6%) no Sul, 39.391 (16,2%) no Nordeste, 

20.881 (8,6%) no Centro-Oeste e 17.710 (7,3%) no Norte (Brasil, 2024). Santa Catarina 

apresentou a taxa mais alta de detecção de sífilis adquirida entre as unidades federativas, com 
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233,7 casos por 100.000 habitantes. No Nordeste, nenhuma unidade federativa superou a taxa 

nacional, com o Piauí registrando a menor taxa da região, de 31,5 casos por 100.000 habitantes, 

subentendendo um possível subdiagnóstico ou até mesmo uma falta de acessibilidade ao serviço 

público (OMS, 2024). 

Em 2024, a epidemiologia da sífilis no Brasil continua a ser um desafio significativo 

para a saúde pública. Apesar dos avanços na prevenção e no tratamento, a falta de diagnóstico 

precoce e a continuidade do tratamento ainda são barreiras significativas. A distribuição 

geográfica dos casos mostra variações regionais, com algumas áreas registrando taxas mais 

altas de infecção (Brasil, 2024).  

Num estudo de Pinchera et al. (2022) e Pinheiro e Silva (2022) foi constatado que 

poucas pessoas realizam triagem após relações sexuais de risco ou mediante orientação médica. 

Além disso, a sífilis na região europeia, bem como no Brasil não acomete essencialmente 

apenas determinados grupos sociais, nem está associada a fatores de risco específicos. Esse 

cenário emergente deve alertar as autoridades competentes sobre a necessidade urgente de 

implementar atividades de triagem, prevenção e conscientização sobre essa doença. 

A sífilis afeta desproporcionalmente pacientes que vivem em lares que têm menor 

status socioeconômico. Além disso, baixos níveis de educação materna, comportamentos 

sexuais de alto risco, abuso de substâncias (como metanfetamina e heroína), moradia instável, 

violência doméstica, falta de plano de saúde e acesso precário a cuidados pré-natais são fatores 

que contribuem para essa vulnerabilidade. Essas condições aumentam a susceptibilidade desses 

indivíduos à doença, destacando a necessidade de estratégias de saúde pública inclusivas e 

direcionadas para combater a disseminação da sífilis e fornece o suporte necessário (Fang et al, 

2022). A conscientização e a educação sexual são essenciais para prevenção e combater a 

propagação da doença. O Ministério da Saúde continua a implementar programas de vigilância 

e a promover o uso de preservativos para reduzir a incidência de sífilis e outras infecções 

sexualmente transmissíveis. A colaboração entre governos, organizações não governamentais 

e a comunidade é fundamental para enfrentar esse problema de saúde pública de forma eficaz 

(Brasil, 2024). 

 

1.2. AGENTE ETIOLÓGICO: Treponema pallidum  

 

A Treponema pallidum subespécie pallidum (doravante denominado T. pallidum) 

pertence a uma família de bactérias em forma de espiral (espiroquetas) da ordem 

Spirochaetales, gênero Treponema, da família dos Treponemataceae, que vem do grego trepein 
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(girar) e nema (hilo, filamento), que significa o “filamento que gira” (Braga, 2018; Gaspar et 

al, 2021; Sankaran et al, 2023). 

Está relacionada a quatro patógenos humanos que causam doenças. As espécies 

patogênicas são T. pallidum subsp. Pallidum (TPA), causadora da sífilis venérea; T. pallidum 

subsp. endemicum, que causa a sífilis endêmica (bejel); T. pallidum subsp. pertenue, 

responsável pela bouba ou framboesia; e T. carateum, agente etiológico da pinta. Estudos 

iniciais indicaram que esses quatro patógenos eram morfologicamente indistinguíveis e podem 

ser diferenciados de T. pallidum pelas manifestações clínicas de suas respectivas doenças e, 

mais recentemente, por diferenças genéticas (Centurion-Lara et al, 1998; Lafond; Lukehart, 

2006; Avelleira; Bottino, 2006; Mubemba et al, 2020). 

Trata-se de uma bactéria exclusiva do ser humano, gram-negativa, não cultivável, 

microaerofílica, helicoidal, móvel e que tem tropismo por diversos órgãos e tecidos. A T. 

pallidum, possui extrema capacidade de invasão e rápida fixação em superfícies celulares e 

penetração nas junções endoteliais e nos tecidos, devido a sua motilidade e habilidade de aderir 

às células e a quimiotaxia que contribuem para a virulência do mesmo (Edmondson et al, 2018). 

A bactéria T. pallidum não sobrevive por muito tempo sem o seu hospedeiro natural 

e apresenta sensibilidade ao meio externo. Em forma de saca rolhas exibe um movimento 

rotativo característico de ida e volta, girando em torno do seu maior eixo facilitando a sua 

penetração nos tecidos do organismo hospedeiro (Jepsen et al, 1968; Horváth, 2011; Mubemba 

et al, 2020). 

A membrana externa do T. pallidum não contém lipopolissacarídeos e tem 

relativamente poucas proteínas transmembranares expostas à superfície. A falta de alvos 

imunes na membrana externa levou o T. pallidum a ser rotulado como um patógeno furtivo 

(invisível) (Salazar et al, 2002; Lafond; Lukehart, 2006; Radolf, et al, 2016; Haynes et al, 2024). 

A T. pallidum apresenta cerca de cinco a vinte micrômetros (5-20μm) de 

comprimento e 0,1 a 0,2μm de espessura, é protegido por um envelope externo de base proteica, 

não possuindo membrana celular constituído por filamentos lineares de dois aminoácidos, N-

acetilglicosamina e ácido N-acetilmurâmico, que estão conectados por ligações cruzadas de 

cadeias peptídicas, proporcionando estabilidade estrutural (Backhouse; Nesteroff, 2001; Reis 

et al, 2023). 

As lipoproteínas de superfície e glicolipídios são encontrados principalmente na 

membrana externa, mas também podem ser encontrados em diferentes compartimentos 

celulares, como a matriz extracelular e os espaços periplasmáticos, e é através desses 

componentes estruturais que as espiroquetas interagem com o hospedeiro.  A distribuição 
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dessas lipoproteínas varia entre as espiroquetas. As lipoproteínas pró-inflamatórias do T. 

pallidum estão localizadas abaixo de sua superfície celular e não interagem diretamente com o 

sistema imunológico do hospedeiro. Portanto, T. pallidum intacto desencadeia uma resposta 

inflamatória muito menos acentuada do que quando lisados (Radolf, 1995; Peeling; Hook, 

2006; Salazar et al, 2007; Kelesidis, 2014; Haynes et al, 2024).  

 

1.3. PATOGÊNESE E IMUNOPROTEÔMICA DA Treponema pallidum 

 

O principal padrão molecular associado a patógeno (PAMP) de T. pallidum descrito 

são as lipoproteínas, responsáveis por diversas funções, desde transporte de lipídios a 

sinalização celular. As lipoproteínas, em relação a funcionalidade, podem estar diretamente 

correlacionadas à evasão ou à ativação do sistema imunológico do hospedeiro, através da 

interação que ocorre via receptores Toll do tipo 2 (TRL2) em a presença de CD14, ativando a 

via NK-κB (Lien et al, 1999; Kelesidis, 2014; Braga, 2018; Chen et al, 2022). De acordo com 

Haynes et al. (2023), a lipoproteína de T. pallidum é um dos principais antígenos utilizados em 

testes sorológicos para sífilis, devido à sua capacidade de desencadear uma resposta 

imunológica significativa. 

Os patógenos são detectados por macrófagos teciduais e células dendríticas, estas 

últimas percorrem os linfonodos de drenagem para apresentar antígenos treponêmicos às 

células-T, que, uma vez ativadas, colaboram com a ativação das células B, formando um 

repertório de células inatas e adaptativas reações respostas imunes contra T. pallidum (Braga, 

2018; Garcia et al, 2022). 

Demonstrou-se que o T. pallidum é capaz de estimular a proliferação de células T 

antígeno-específicas tanto no baço quanto nos linfonodos em poucos dias após o primeiro 

contato, e que essa alta resposta proliferativa é mantida por um período que varia entre semanas 

e meses (Arrol et al, 1999; Reid et al. 2024). Segundo Salazar et al. (2024) a infecção por T. 

pallidum induz uma resposta específica de células T CD4+ no sangue e na pele. As células T 

específicas para T. pallidum persistem como memória em ambos os compartimentos por longos 

períodos após o tratamento. 

As principais células encontradas tanto no sangue periférico quanto no local da 

lesão são macrófagos, células-T CD4 e CD8 e células dendríticas com maior predominância de 

células T CD4 na lesão inicial, cancro duro, com alteração para CD8 na sífilis secundária (Tosca 

et al, 1988; Fan, et al, 2004). Estudo anterior de Tang et al. (2023) demonstrou que grandes 

quantidades de macrófagos, linfócitos e células T CD4+ e CD8+ infiltram lesões de sífilis 
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primária. Essas células cercam T. pallidum, proliferam e produzem IL-2 e IFN-γ, indicando a 

maturidade fenotípica das células Th1. 

Desde a conclusão do Projeto Genoma Humano em 2001, a era genômica foi 

proclamada pela comunidade biológica. A tecnologia de sequenciamento evoluiu rapidamente 

desde a primeira geração em 1977 até a terceira geração de sequenciamento de alto rendimento, 

permitindo avanços significativos na investigação do material genético humano. Além disso, o 

campo das tecnologias ômicas, incluindo transcriptômica, proteômica, metabolômica, 

genômica e outras, está se expandindo rapidamente. Com essas ferramentas, pode-se realizar 

investigações mais profundas e completas, identificando elementos críticos que influenciam a 

condição fisiológica de um organismo através da análise sistemática de seus fenótipos e 

mecanismos. Ao explorar ainda mais a patogênese da sífilis, pode-se rastrear marcadores 

específicos e determinando seu processo de desenvolvimento, examinando as relações entre 

dados ômicos, como a relação causal entre RNA e proteínas e a correlação entre RNA não 

codificador e proteínas. Para melhorar a compreensão do mecanismo patogênico de T. pallidum 

e fornece sugestões multifacetadas para o tratamento da sífilis, o uso de diversas tecnologias 

ômicas é essencial na pesquisa de T. pallidum (Xinyan, et al, 2025). 

O primeiro genoma de T. pallidum subsp. pallidum (cepa Nichols) foi sequenciado 

em 1998 (Fraser et al, 1998). Este organismo possui um genoma relativamente pequeno, onde 

apenas 55% dos 1041 quadros de leitura abertos são reconhecidos como funcionalmente 

biológicos, indicando que ele depende da biossíntese do hospedeiro para algumas de suas 

necessidades metabólicas. Estudos de hibridização DNA-DNA mostraram que a homologia 

entre o DNA da espiroqueta da sífilis venérea e o DNA dos treponemas cultiváveis (T. 

phagedenis e seus biótipos Reiter e Kazan) é inferior a 5%, mas indistinguível do DNA da 

espiroqueta da bouba T. pallidum. Este achado levou à reclassificação dos agentes da sífilis 

endêmica, sífilis venérea e bouba como T. pallidum subsp. endemicum, T. pallidum subsp. 

pallidum e T. pallidum subsp. pertenue, respectivamente. O sequenciamento genômico 

identificou essas subespécies como clonais, embora formem clusters genéticos distintos 

(Jaiswal et al, 2020). 

O genoma da T. pallidum não revela fatores de virulência clássicos, característicos 

de bactérias Gram-negativas, o que explicaria os sinais e sintomas da infecção. Resumindo, é 

demonstrada a falta de enzimas citolíticas, exotoxinas e lipopolissacarídeos (LPS). Portanto, os 

aspectos patogênicos da sífilis estão relacionados (a) a genes associados à motilidade e (b) 

genes Tpr, que codificam proteínas de membrana externa que atuam como porinas e adesinas 

(Casal; Araújo; Corvelo, 2012). Lieberman et al. (2021) relata que o sequenciamento do 
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genoma de T. pallidum de seis continentes revelou variabilidade em genes candidatos a vacinas 

e a dominância de cepas da linhagem de Nichols em Madagascar. Este estudo fornece 

informações detalhadas sobre a diversidade genética de T. pallidum e destaca a importância dos 

genes de proteínas de superfície no desenvolvimento de vacinas. 

Os desafios históricos no cultivo in vitro de T. pallidum subsp. Pallidum (TPA) impões 

desafios à pesquisa sobre a sífilis. No entanto, os avanços no sequenciamento do genoma 

completo (WGS) diretamente de espécimes biológicos aumentaram significativamente o 

número de genomas disponíveis e melhoraram nossa compreensão da diversidade genética do 

TPA. Estudos recentes identificaram duas linhagens filogenéticas profundas de TPA, que se 

diferenciam pela sua relação com as cepas de referência Nichols ou SS14. O mapeamento de 

variantes de nucleotídeos únicos (SNVs) em modelos estruturais de proteínas de membrana 

externa Gram-negativas (OMPs), pode identificar regiões de variabilidade de sequência 

importantes para o desenvolvimento de vacinas e compreensão da patogênese (Seña et al, 

2024). 

 A recombinação genética é responsável pela grande variação antigênica encontrada no 

T. pallidum. Após a sequência genômica de T. pallidum subsp. pallidum, a pesquisa da sífilis 

se concentrou nos genes Tpr (repetição de T. pallidum), uma família de 12 genes relacionados 

que se espera que codifiquem proteínas da membrana externa e que parecem constituir uma 

variação antigênica. Até o momento, nenhum antígeno de superfície foi identificado em T. 

pallidum, devido à impossibilidade de cultivo em meio artificial, à extrema fragilidade de sua 

membrana externa e à baixa densidade de proteínas integrais em seu compartimento celular 

(Giacani et al, 2005; Deka et al, 2006; Lafond et al, 2006; Jaiswal et al, 2020).  

A família formada por 12 genes, são divididos em três subfamílias, com base na 

homologia da sequência de aminoácidos: (I) tprC, tprD, tprF, tprI; (II) tprE, tprG, tprJ, e (III) 

tprA, tprB, tprH, tprK, tprL. A função e localização celular desses genes ainda é desconhecida, 

porém, observa-se que a maioria das proteínas codificadas induz uma resposta imune na sífilis 

experimental (Weinstock et al, 1998; Giacani et al, 2007; Jaiswal et al, 2020). 

Os genes Tpr são expressos de forma variável em diferentes treponemas e, portanto, 

seu papel na persistência de infecções treponêmicas no hospedeiro imunocompetente também 

foi sugerido. TprK é o gene mais variável dentro da cepa Tpr. A extrema variabilidade deste 

gene é em grande parte responsável pela infecção crônica. Considerando que as células T 

reconhecem regiões conservadas de TprK, a variabilidade de TprK parece ser um dos principais 

mecanismos de evasão imune associados à reinfecção do hospedeiro (Giacani, 2010; Smajs et 

al, 2012; Lin et al, 2021). 
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T. pallidum evita a detecção pelo sistema imunológico principalmente por meio de 

sua membrana externa, que apresenta uma densidade extremamente baixa de proteínas expostas 

na superfície (Radolf; Norgard; Schulz, 1989; Walker et al, 1989; Radolf, 1995; Radolf; Kumar, 

2018) não possui lipopolissacarídeos (LPS) e cardiolipinas (Hardy; Levin, 1983; Radolf et al, 

1995), e contém poucas proteínas transmembrana antigênicas (Salazar et al, 2002; Lafond; 

Lukehart, 2006; Radolf et al, 2016; Haynes et al, 2024), figura 1. Além disso, a bactéria se 

camufla com moléculas derivadas do hospedeiro, como albuminas, inibindo respostas 

antimicrobianas, como a atividade da CXCL9 (Kronvall et al, 1979; Egesten et al, 2011), o que 

lhe permite persistir no organismo por longos períodos. A fragilidade da OM também contribui 

para a evasão imune (Cox et al, 1992), pois sua remoção expõe proteínas subjacentes que 

desencadeiam uma resposta imunológica mais intensa (Radolf et al, 1988; Cox et al, 1992).  

 
Figura 1 – Ilustração da arquitetura da membrana externa da T. pallidum 

Fonte: Adaptado de (Schroder et al, 2008) e (Kelesidis, 2014). 

 

É amplamente aceito que a variação antigênica permite que T. pallidum evite a 

depuração pelo sistema imunológico do hospedeiro. As raras proteínas da membrana externa, 

expostas na superfície do patógeno, têm atraído muita atenção. As famílias de proteínas 

repetidas de T. pallidum (Tprs) foram identificadas como parte do repertório de proteínas da 

membrana externa da espiroqueta. O TprK, um membro da família Tpr, é considerado não 

apenas um principal candidato a vacinas, mas também uma importante estratégia de evasão 

imunológica desenvolvida por T. pallidum (Liu et al, 2023). 
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O gene tprK, que codifica proteínas, possui sete regiões V (V1 a V7), cada uma 

flanqueada por domínios altamente conservados. Essas regiões V são expostas como loops na 

superfície, tornando-se alvos de anticorpos na infecção sifilítica experimental. A diversidade 

das regiões V é gerada pela conversão gênica segmentar não recíproca, criando mais de um 

milhão de novas sequências V, resultando em grande diversidade intra e intercepa do gene tprK. 

Em resposta à seleção imunológica do hospedeiro, o gene tprK acumula notável diversidade. 

Compreender a variação de TprK é essencial para decifrar o mecanismo de infecção por 

espiroquetas ao longo da vida (Liu et al, 2019; Lin et al, 2021; Liu et al, 2023). 

Recentemente, abordagens para compreender a variação antigênica de TprK têm se 

concentrado no sequenciamento de leitura curta. Pesquisadores descobriram sequências V em 

grande escala e obtiveram insights sobre a diversidade das sete regiões V do gene tprK. No 

entanto, as limitações do sequenciamento de leitura curta dificultaram a resolução das conexões 

entre as regiões V, resultando na perda de informações importantes sobre os perfis completos 

das variantes de tprK (Liu et al, 2023). 

O imunoproteoma de T. pallidum consiste em proteínas que induzem resposta 

imune e reagem com soros de pacientes com sífilis. Estudos detectaram apenas 34-38 antígenos 

reativos das proteínas de T. pallidum extraídas de tecidos testiculares de coelhos infectados. A 

análise proteômica global é essencial para entender a patogênese bacteriana e a biologia dos 

patógenos, incluindo: (1) quantificação de proteínas em diferentes condições de cultivo; (2) 

comparação de perfis de expressão de proteínas específicas, especialmente as associadas à 

virulência; (3) confirmação de proteínas funcionalmente não anotadas e "proteínas hipotéticas"; 

e (4) identificação de proteínas essenciais para a sobrevivência e função básica (Brinkman et 

al, 2006; Mcgill et al, 2010; Houston et al, 2023). 

O genoma de T. pallidum possui cerca de 1000 genes codificadores de proteínas. A 

análise proteômica global da bactéria é complicada por ser um patógeno humano obrigatório, 

geralmente cultivado in vivo em modelos animais como coelhos, ou in vitro, utilizando-se 

células epiteliais de coelho. Essas condições produzem poucas bactérias e resultam em 

proteínas contaminadas com proteínas de coelho, dificultando a detecção de proteínas menos 

abundantes. Outro obstáculo enfrentado na pesquisa do T. pallidum, principalmente para a 

identificação de antígenos, é a frágil membrana externa da bactéria e seu baixo teor de proteína 

(Mcgill et al, 2010; Houston et al, 2023). A membrana externa de T. pallidum é facilmente 

danificada por procedimentos experimentais como centrifugação ou detergentes não iônicos em 

baixas concentrações (Cox et al., 1992), dificultando a confirmação proteômica de proteínas de 

membrana externa (OMPs) raras. Apesar desses desafios, dois estudos identificaram um total 
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de 587 proteínas de T. pallidum em infecções experimentais em coelhos, cobrindo 

aproximadamente 60% do proteoma treponêmico (Houston et al, 2023).  

Diversas lipoproteínas participam das interações entre os componentes patogênicos 

de T. pallidum e o hospedeiro. As lipoproteínas, como principal fator de virulência de Tp, 

desempenham um papel importante no desenvolvimento da inflamação, induzindo células 

imunológicas a liberar citocinas como IL-6 e IL-1β. O estudo de Zheng, et al. (2023) destaca 

que a Tp47 provoca vasculites caracterizadas por infiltração de células imunológicas 

perivasculares e trombose, consistente com as características patológicas da sífilis. E ainda 

revelou que a lipoproteína Tp47 de T. pallidum aumenta a secreção de IL-6 em fibroblastos 

humanos via TLR2, através das vias de sinalização p38, PI3K/Akt e NF-κB, o que pode explicar 

a inflamação local causada por T. pallidum durante a infecção sifilítica. 

As células dendríticas são uma das principais células imunocompetentes 

encontradas em locais de infecção da sífilis precoce, como membranas mucosas ou pele, onde 

desempenham um papel crucial na eliminação da T. pallidum. No entanto, ainda não foram 

realizados estudos sobre a capacidade migratória das células dendríticas após a infecção por T. 

pallidum. Pesquisas anteriores demonstraram que as proteínas e lipoproteínas da membrana 

externa de T. pallidum são os principais componentes da resposta imune contra essa bactéria 

(Cheng et al, 2023). Entre elas, a lipoproteína de membrana de Tp47 é a proteína de membrana 

mais abundante e possui forte antigenicidade e boa especificidade, modulando principalmente 

a inflamação induzida por T. pallidum  

Os PAMPs ativam vias de sinalização específicas que induzem a produção de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, sendo considerados principais mediadores pró-

inflamatórios. No entanto, devido à estrutura única da membrana externa de T. pallidum (Figura 

1), que não possui lipoproteínas expostas na superfície, esses PAMPs não são facilmente 

acessíveis aos TLRs nas células. Neste estudo, demonstrou-se que a Tp0574 (Tp47), uma 

proteína da membrana interna de T. pallidum, promove a secreção de IL-6 através de TLR2 em 

fibroblastos. Estudos anteriores relataram que várias lipoproteínas da membrana interna de T. 

pallidum, como Tp0574 (Tp47), Tp0435 (Tp17), e Tp0171 (Tp15), têm forte imunogenicidade, 

sugerindo que essas lipoproteínas são os principais fatores de virulência de T. pallidum, e seu 

mecanismo precisa ser mais estudado (Zheng et al, 2023).  

 Li. et al. (2021) que também estudou proteínas recombinantes do T. pallidum 

descreveu que a Tp0768 é considerada um antígeno dependente de infecção por T. pallidum e 

altamente imunogênico (também conhecido como TpN44.5 ou TmpA). Este antígeno 

demonstrou alta sensibilidade e especificidade para o diagnóstico sorológico da sífilis (Liu et 
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al. 2019). No entanto, a patogênese do Tp0768 ainda não está clara. Os autores mencionaram 

que erros de PCR em seus clones de plasmídeos podem ter alterado a imunogenicidade dos 

epítopos alvo, explicando por que antígenos conhecidos de T. pallidum não foram detectados. 

Estes estudos preenchem uma lacuna significativa no conhecimento sobre a sífilis, ao analisar 

o desenvolvimento de anticorpos contra cada proteína de T. pallidum durante a infecção e as 

mudanças na imunidade adquirida após o tratamento. Ainda assim, a comparação dos 30 

antígenos mais reativos entre os estudos mostrou resultados semelhantes, com 20 alvos 

compartilhados e apenas quatro proteínas (Tp0872, Tp0259, Tp0594 e Tp0737) e seis alvos 

(Tp0453, Tp0272, Tp0841, Tp0369, Tp0468 e Tp0433) reconhecidos por estudos anteriores, 

mas com maior reatividade no presente estudo (Campo et al, 2024). 

Dos três alvos atualmente usados em testes treponêmicos (TTs) baseados em 

proteínas recombinantes, as lipoproteínas Tp0574 (também conhecida como TpN47) e Tp0435 

(TpN17) foram os antígenos mais reconhecidos por todos os coelhos neste estudo. No entanto, 

a lipoproteína Tp0171, (também conhecida como TpN15), considerada uma parte de uma 

construção de antígeno tripleto que inclui a Tp0574 e a Tp0435 (Haynes et al, 2023; Campo et 

al, 2024), não apresentou alta imunorreatividade em animais infectados. Os soros de coelho 

tornaram-se significativamente positivos para Tp0171 entre os dias 40 e 50 após a inoculação, 

o que não apoia totalmente o uso deste antígeno para diagnóstico precoce, apesar de sua alta 

expressão e conservação em cepas e subespécies de T. pallidum. Os dados de imunização 

indicam que alguns antígenos dispensáveis apresentam desafios para a indução de uma resposta 

imune eficaz, o que apoia essa hipótese. No entanto, pesquisas recentes sugerem que a 

imunidade contra esse antígeno pode desempenhar um papel funcional na inibição da 

disseminação da T. pallidum, o que é consistente com sua função como adesina de ligação à 

fibronectina (Campo et al, 2024).  

Estudos anteriores de proteômica globais baseados em espectrometria de massa 

(MS), detectaram a expressão de um total combinado de 847 proteínas de T. pallidum, 

correspondendo a 86% de cobertura do proteoma. Esses estudos também forneceram insights 

sobre os perfis de expressão de classes específicas de proteínas de interesse durante a infecção, 

incluindo a detecção de OMPs conhecidas ou previstas, proteínas candidatas a vacinas e 

proteínas com funções de virulência putativas (Houston et al, 2023). 

Vários antígenos, como Tp0171, Tp0435, Tp0574 e TPMA, foram utilizados para 

desenvolver métodos específicos de teste de anticorpos. A Tp0435, um antígeno altamente 

imunogênico, mostra diferentes títulos de anticorpos nos estágios primário, secundário e latente 

da sífilis. Anticorpos para Tp0435 podem ser detectados nos soros de pacientes com sífilis 
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inicial e intermediária, tornando Tp0435 o antígeno mais promissor de T. pallidum devido aos 

altos e estáveis níveis de anticorpos e seu longo tempo de manutenção (Zhang et al, 2024). 

As lipoproteínas desempenham um papel significativo na permeabilidade da 

membrana externa e na adesão a biopolímeros e na variabilidade antigênica do T. pallidum, 

determinando o interesse atual pelo seu papel na patogenicidade e seu uso para fins de 

diagnóstico. Os dados do imunoproteoma sugerem a baixa imunogenicidade do T. pallidum, e 

permitem especificar os antígenos mais promissores para o imunodiagnóstico da sífilis 

(Kubanov et al, 2017; Zhang et al, 2024). 

 

1.4. DIAGNÓSTICO  

 

Sem tratamento, a infecção por sífilis pode progredir através de uma ampla gama 

de sintomas que se dividem em estágios: primário, secundário, latente e terciário. O estágio 

primário começa aproximadamente três semanas após a exposição (variando de 10 a 90 dias) e 

é marcado pelo aparecimento de um único cancro, geralmente indolor, no local de exposição 

ao T. pallidum. Esse cancro tende a desaparecer espontaneamente em um período de 3 a 6 

semanas. Em alguns casos, podem surgir múltiplos cancros ou cancros dolorosos, bem como 

linfadenopatia próxima ao local da infecção, aumentando a chance de detecção (Golden et al, 

2003; Tudor et al, 2023).  

O estágio secundário apresenta sintomas variados, incluindo diferentes formas de 

erupções cutâneas, alopecia irregular, lesões nas membranas mucosas (como manchas mucosas 

na boca, vagina ou ânus) e/ou condiloma lata em áreas de dobras da pele. Esses sinais e sintomas 

geralmente aparecem de duas a oito semanas após a resolução do cancro primário, embora em 

alguns casos o cancro ainda possa estar presente. Lesões primárias e secundárias (cancros, 

manchas mucosas e condiloma lata) contêm grandes concentrações de espiroquetas e são 

altamente infecciosas (Cohen et al, 2013; Peeling et al, 2017; Satyaputra et al, 2021).  

Os sintomas secundários da sífilis normalmente desaparecem entre 3 a 12 semanas 

sem tratamento. No estágio latente, não há sinais ou sintomas visíveis da doença. Esse estágio 

pode ocorrer entre os estágios primário e secundário ou somente após o estágio secundário. Se 

a sífilis não for tratada, o estágio latente pode durar anos. Distinguem-se a sífilis latente precoce 

(dentro de um ano após a infecção inicial) e a sífilis latente tardia (um ano ou mais após a 

infecção inicial) por meio da revisão dos sintomas, tratamentos anteriores, sorologias e histórico 

sexual (Cohen et al, 2013; Peeling et al, 2017; Satyaputra et al, 2021; Cao et al, 2023).  
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A sífilis terciária pode surgir anos ou até décadas após a infecção inicial e 

geralmente se manifesta por lesões gomosas, sífilis cardiovascular, sintomas psiquiátricos 

(como perda de memória ou mudanças de personalidade) ou neurossífilis tardia (ex.: tabes 

dorsalis e paresia). Indivíduos com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) ou 

imunocomprometidos podem progredir mais rapidamente. A neurossífilis pode ocorrer em 

qualquer estágio da sífilis e é caracterizada por disfunção dos nervos cranianos, meningite, 

AVC, perda da sensação de vibração, anormalidades auditivas ou oculares, ou estado mental 

alterado. Vale ressaltar que, em qualquer momento da gravidez, o T. pallidum pode atravessar 

a placenta e causar sífilis congênita (Cao et al, 2023). 

Os diagnósticos de sífilis atualmente disponíveis podem ser divididos em duas 

categorias principais: testes diretos e testes sorológicos. Os testes diretos incluem a microscopia 

de campo escuro, que permite a visualização direta do T. pallidum em lesões ativas, e os testes 

de amplificação de ácidos nucleicos (NAATs), que detectam o DNA do patógeno. Os testes 

sorológicos, por sua vez, são mais comumente utilizados e subdividem-se em testes não 

treponêmicos (TNT), como laboratório de pesquisa de doenças venéreas - do inglês: “Venereal 

Disease Reasearch Laboratory” (VDRL) e teste rápido de cartão de reagina plasmática (RPR), 

e testes treponêmicos (TT), como “T. pallidum haemagglutination assay” (TPHA), “ 

fluorescent treponemal antibody absorption” (FTA-ABS), “T. pallidum particle 

agglutination” (TPPA) e testes rápidos (Satyaputra et al, 2021; Purwoko et al, 2021; Luo et al,  

2021; Zarakolu et al, 2023; Flipse et al, 2023; Cao et al, 2023). 

Apesar de muitos testes diagnósticos disponíveis para a sífilis, ainda não há um 

teste satisfatório reconhecido mundialmente, e o diagnóstico geralmente depende de uma 

combinação de vários testes. Como os testes não treponêmicos são trabalhosos e carecem de 

sensibilidade na sífilis primária e nos estágios tardios da infecção, um número crescente de 

laboratórios clínicos mudou para a triagem de pacientes usando o 'algoritmo reverso', que 

começa com um ensaio treponêmico seguido por um teste quantitativo não treponêmico. No 

entanto, esse algoritmo mostrou altas taxas de falsas reações em populações com baixa 

prevalência de sífilis (Centers For Disease And Prevention 2011; Park et al, 2011; Satyaputra 

et al, 2021; Pham et al, 2022; Zhang et al, 2024). 

O diagnóstico, quando fundamentado em manifestações clínicas, requer a 

realização de exames laboratoriais, os quais são particularmente cruciais em casos 

assintomáticos. Estes exames compreendem testes treponêmicos (TT) e não treponêmicos 

(TNT). Os testes não treponêmicos são empregados na triagem da sífilis, envolvendo diversos 

algoritmos de rastreamento. As metodologias mais frequentemente utilizadas são o algoritmo 
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tradicional, o algoritmo reverso e o algoritmo do Centro Europeu de Prevenção e Controle de 

Doenças (ECDC). No algoritmo tradicional, a triagem inicia-se com um teste não treponêmico, 

como o RPR ou VDRL. Na eventualidade de um resultado positivo, procede-se à realização de 

um teste treponêmico para confirmação. O algoritmo reverso, por sua vez, principia com um 

teste treponêmico. Em caso de positividade, um teste não treponêmico é subsequentemente 

executado. A abordagem reversa é preferencial na identificação de novas infecções, visto que 

os testes treponêmicos tendem a apresentar positividade anteriormente aos não treponêmicos. 

O algoritmo do ECDC também se inicia com um teste treponêmico. Diante de um resultado 

reativo, um segundo teste treponêmico confirmatório é realizado, sem a utilização de testes não 

treponêmicos em qualquer etapa. Esta abordagem mostra-se útil na prevenção de resultados 

falso-positivos que podem ocorrer com testes não treponêmicos (Brasil, 2020; Gaspar et al, 

2021; Brasil, 2021; Cao et al, 2023). 

Em resumo, os testes não treponêmicos detectam anticorpos antilipoidais que 

surgem cerca de seis semanas após a infecção. Inicialmente, um teste não treponêmico 

qualitativo é utilizado para rastrear os anticorpos. Se o resultado for positivo, o teste é repetido 

quantitativamente, com resultados reportados como títulos dilucionais, que refletem a variação 

dos anticorpos ao longo do curso natural da doença. Os níveis de anticorpos e seus títulos 

normalmente diminuem com o tratamento adequado, permitindo que os títulos sejam usados 

para monitorar a resposta ao tratamento. Geralmente, uma queda de quatro ou duas diluições 

no título (por exemplo, de 1:16 para 1:4) indica uma resposta adequada ao tratamento. Um 

aumento do título após o tratamento pode sugerir reinfecção, e qualquer aumento de quatro 

vezes ou mais deve ser investigado minuciosamente. Em alguns indivíduos infectados por 

vários anos, o teste não treponêmico pode permanecer reativo em títulos baixos mesmo após o 

tratamento adequado, uma condição conhecida como “serofast” (Cao et al, 2023). 

Na sífilis primária, os critérios diagnósticos baseiam-se em resultado de campo 

escuro positivo ou reação em cadeia da polimerase (PCR) de material de cancro, ou uma 

combinação de diagnóstico clínico e testes sorológicos positivos. A sífilis secundária é 

diagnosticada usando exame de campo escuro positivo e testes treponêmicos reativos ou não 

treponêmicos alternativos. Em alguns estágios, a doença pode ser assintomática, gerando 

dificuldade no diagnóstico de sífilis precoce, neurossífilis e sífilis terciária (Tuddenham et al, 

2020). 

A reatividade dos testes sorológicos para sífilis depende dos estágios da doença e 

do período de incubação. Sendo assim, a sífilis primária possui um período de incubação entre 

10 e 90 dias e o teste FTA-ABS fica positivo após dez dias de evolução do cancro duro. A sífilis 
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secundária se manifesta devido a fase primaria não ter sido diagnosticada e devidamente 

tratada, assim, os testes sorológicos reagentes e testes quantitativos apresentam altos títulos 

(complexo antígeno-anticorpo). Após o tratamento os valores de testes treponêmicos 

atualmente disponíveis permanecem reagentes por toda a vida e os não treponêmicos são 

variáveis. Na fase terciária as manifestações demoram anos para aparecer, os testes são 

reagentes com títulos baixos (complexo antígeno-anticorpo) ou até mesmo negativos nos testes 

não treponêmicos, na fase latente os sintomas desaparecem por um tempo e os testes 

sorológicos são reagentes e os qualitativos com títulos baixos (Xu et al, 2016; Liu et al, 2019). 

Um diagnóstico imunológico baseado em teste treponêmico sensível e específico, 

com elevada acurácia ajudará a definir a exposição ao T. pallidum, tornando-se uma ferramenta 

de vigilância epidemiológica. Neste sentido, a aplicação de ferramentas de bioinformática vem 

crescendo em novas estratégias de desenvolvimentos de testes diagnósticos. Uma delas é a 

identificação de epítopos conformacionais por bioinformática, a qual tem se mostrado uma 

ferramenta útil para o desenvolvimento de antígenos de imunoensaios para detecção de 

anticorpos específicos (Stavrakoudis, 2010; Lage et al, 2016; Rodrigues et al, 2019; Amrun et 

al, 2020; Scussel et al, 2022).  

A maioria dos determinantes antigênicos reconhecidos por células B e anticorpos 

são conformacionais, sendo úteis como revestimento de antígeno em ELISA. Esses epítopos 

compreendem resíduos de aminoácidos não contíguos na sequência primária da proteína, que 

formam regiões específicas após o dobramento da proteína, refletindo a conformação estrutural 

nativa da proteína (Laver et al, 1990). Com a bioinformática, pode-se desenhar um peptídeo 

que mimetizaria a região epitópica de forma que ela fosse específica somente para a sífilis 

eliminando assim as reações cruzadas. O uso de proteínas recombinantes não extingue a 

possibilidade de reações cruzadas, visto que mantém conservada regiões de alta similaridade 

com outras proteínas de subespécies de T. pallidum e de outros agentes etiológicos de doenças 

que apresentam reação cruzada com sífilis, como os peptídeos são vantajosos em relação às 

proteínas porque são mais estáveis e duradouros que estas (Walter et al, 1986; Robson, 2020).  

As proteínas são mais termo sensíveis e se degradam facilmente quando expostas a grandes 

oscilações de pH, além disso, apresentam maiores custos e complexidade de produção quando 

comparadas a peptídeos (Bueno et al, 2011). 

Atualmente, a combinação da genética com a bioinformática permite a obtenção de 

diagnósticos específicos para diversas doenças, possibilitando previsões mais precisas sobre o 

desenvolvimento das mesmas. Esses avanços são amplamente atribuídos à capacidade de 

examinar o conjunto completo de genes de um indivíduo com grande detalhe, desde alterações 
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nos cromossomos até modificações em níveis individuais de DNA, permitindo a identificação 

de mutações associadas a doenças e o desenvolvimento de tratamentos personalizados. Além 

disso, a bioinformática auxilia na criação de novos antígenos para imunoensaios, facilitando a 

detecção de anticorpos específicos (Pereira et al, 2020; Silva; Alves, 2023). Em contextos 

médicos, ferramentas de bioinformática, ou pipelines, podem ser utilizadas para analisar dados 

clínicos de pacientes, como informações genéticas. Isso permite a personalização de 

tratamentos e uma melhor compreensão das bases genéticas de doenças hereditárias (Silva; 

Alves, 2023). 

Ainda não há consenso sobre quais antígenos apresentam melhor desempenho 

sorodiagnóstico para sífilis. Sendo assim, uma abordagem precisa e simples para o diagnóstico 

da sífilis permanece indefinida, e o diagnóstico continua a exigir uma avaliação abrangente do 

paciente e exames laboratoriais precisos. Embora os testes diretos (como microscopia ou PCR) 

sejam úteis na infecção precoce, os testes sorológicos continuam sendo a base do diagnóstico 

da sífilis (Morshed; Singh, 2015; Luo et al, 2021). 

 

1.4.1. Testes não treponêmicos  

 

Trata-se de testes quantitativos econômicos que produzem resultados positivos após 

a segunda semana e após o aparecimento do cancro de inoculação. Os títulos são mais elevados 

durante as fases secundária, latente precoce e tardia. No entanto, normalmente tornam-se 

negativos dentro de seis a doze meses, o que os torna mais adequados para a monitorização 

pós-terapêutica da doença. Além disso, estes testes são inespecíficos, o que significa que podem 

produzir resultados positivos noutras patologias (Nadal; Framil, 2007; Xie et al, 2023; Silva et 

al, 2024). 

Estes exames possuem uma baixa sensibilidade para diagnóstico de sífilis primária 

precoce ou apresentam resultados falso positivos. Os indivíduos com a sífilis tardia possuem 

reação do teste não treponêmico, a qual pode persistir por longos períodos, caracterizada de 

reação de serofast, mesmo após o tratamento adequado, dificultando distinguir uma reação nova 

ou antiga (Yang et al, 2021; Cao et al, 2023).  

O teste VDRL é um teste de microfloculação para detectar anticorpos no soro dos 

pacientes contra a reagina, ou seja, um antígeno formado por uma combinação de cardiolipina, 

lecitina e colesterol. Além disso, a detecção de T. pallidum requer microscopia (ampliação × 

100) para interpretação (Morshed; Singh, 2015; Papp et al, 2024). Tais métodos são utilizados 

para rastreamento da sífilis (Sonmez et al, 2019; Silva et al, 2024). 
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Como os antígenos usados em testes não treponêmicos são encontrados tanto nas 

membranas de T. pallidum quanto nas membranas do hospedeiro, referir-se a esses testes como 

"não treponêmicos" pode ser enganoso. Um estudo de Matthias et al. (2019) mostrou que 11% 

de 526.540 testes não treponêmicos reativos não estavam associados à sífilis, mas sim 

detectando anticorpos para antígenos não treponêmicos gerados por danos ao tecido do 

hospedeiro em outras doenças. No entanto, 89% dos testes reativos estavam ligados à sífilis, 

sugerindo que a maioria desses testes detecta anticorpos contra antígenos fosfolipídicos de T. 

pallidum durante a infecção. Esses testes, supostamente "não treponêmicos", poderiam ser mais 

apropriadamente chamados de testes de antígenos lipoidais. Nas recomendações do Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC) (Papp et al, 2024), esses testes serão denominados 

como testes não treponêmicos (antígenos lipoidais). 

 

1.4.2. Testes treponêmicos  

 

Baseiam-se na detecção de anticorpos produzidos pelo hospedeiro em resposta 

imunológica aos componentes antigênicos próprios de T. pallidum e podem ser do tipo FTA-

ABS, TPPA, TPHA, imunoensaios enzimáticos, além de testes rápidos imunocromatográficos 

(Who, 2013; Peeling et al, 2017; Gaspar et al, 2021).  

O FTA-ABS é um ensaio de coloração imunofluorescente indireta, os antígenos da 

cepa Nichols são expostos ao soro suspeito após o soro ter sido misturado com um solvente. A 

imunoglobulina anti-humana marcada com isotiocianato de fluoresceína FITC (do inglês, 

fluorescein isothiocyanate) é adicionada e combinada com os anticorpos do paciente. Em um 

resultado positivo, a presença de anticorpos para T. pallidum é visível por microscopia de 

fluorescência. Por fim, quando a ocorrência acontece os treponemas podem ser consolidados 

pelo específico, tendo como coloração verde-maça brilhante. O FTA-ABS não é recomendado 

como teste de triagem de rotina para sífilis devido à sua interpretação subjetiva, incapacidade 

de automatizar para grandes números de amostras e a necessidade de um dispositivo de 

fluorescência. Reações inespecíficas ainda podem ocorrer, dando um resultado falso-positivo 

(Morshed; Singh, 2015; Aguero-Seña et al, 2019; Luo et al, 2021; Brasil, 2021; Maia et al, 

2023). 

Já o ensaio imunoenzimático (ELISA) ou de quimioluminescência emprega 

suportes sensibilizados com antígenos totais ou sintéticos da T. pallidum. Quando se tem a 

presença do anti-T. pallidum eles se ligam aos antígenos, posteriormente é adicionado um 

conjugado composto por IgG biotinilada anti-humana, demarcada com estreptavidina-
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peroxidade, criando um complexo antígeno anticorpo conjugado. Em relação a cor da amostra 

ela é relacionada a quantidade de anticorpos da amostra, quanto maior a concentração na 

amostra maior é a intensidade da cor na placa (Brasil, 2021; Maia et al, 2023). 

O ensaio imunológico com revelação quimioluminescente (quimioluminescência), 

baseia-se em suportes revestidos por antígenos da T. pallidum, aos quais se ligam aos anticorpos 

específicos, quando estes estão presentes nas amostras. Em seguida, haverá a revelação do teste 

por meio do conjugado IgG anti-humana marcada com ficoeritrina ou outra substância para 

gerar emissão de quimiluminescência, que é medida por um sistema fotomultiplicador (Hilgert, 

2019; Brasil, 2020; Brasil, 2021). 

O TPHA e o ensaio de micro-hemaglutinação (MHA-TP), do inglês 

microhaemagglutination assay) se baseiam na ligação de anticorpos treponêmicos, presentes 

no soro, com os antígenos fixados nas superfícies de hemácias, resultando em uma reação de 

aglutinação. Já no ensaio de aglutinação passiva de partículas de gelatina para T. pallidum o 

TPPA, os antígenos são adsorvidos na superfície de partículas gelatinosas e a reação acontece 

da mesma forma que as anteriores, levando a formação de aglutinação visível a olho nu 

(Morshed; Singh, 2015; Aguero-Seña et al, 2019; Brasil, 2020; Brasil, 2021; Satyaputra et al, 

2021). 

Os testes rápidos são testes nos quais a execução, leitura e interpretação do 

resultado ocorrem em, no máximo, 30 minutos, sem a necessidade de estrutura laboratorial. 

Podem ser realizados com amostras de sangue total obtidas por punção digital ou punção 

venosa, e com amostras de soro ou plasma. Utilizam os princípios metodológicos de 

imunocromatografia de fluxo lateral ou de imunocromatografia em plataforma de duplo 

percurso – DPP (do inglês dual path platform). Esses testes utilizam antígenos do T. pallidum 

e um conjugado composto por antígenos recombinantes de T. pallidum que são ligados a um 

agente revelador. Todos os testes possuem a região de controle interno da reação, na qual 

também surge uma linha colorida. Porém, em pacientes já tratadas para sífilis, estes testes 

permanecerão reagentes praticamente pelo resto da vida, limitando seu uso nestas condições 

(Brasil, 2021). 

A ausência de técnicas de cultivo in vitro para T. pallidum torna extremamente 

difícil identificar a virulência ou fatores regulatórios envolvidos na patogênese da sífilis. Isso 

torna o estudo e a identificação dessa bactéria mais desafiadores, exigindo o uso de técnicas 

moleculares para diagnóstico e pesquisa (Posey et al, 1999; Deka et al, 2006; Oliveira, 2016; 

Gaspar et al, 2021). T. pallidum só é cultivável em culturas celulares ou modelos animais, desta 

forma, é difícil isolar e cultivar esse agente, atrapalhando novas descobertas de diagnóstico. 
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Além disso, sua observação por microscopia convencional se torna difícil pela dificuldade de 

corar a bactérias com corantes comuns, fazendo-se necessário contraste de fase, coloração de 

prata ou imunofluorescência (Salomão, 2017).  Ainda, o T. pallidum tem uma membrana 

externa com cem vezes menos proteína do que as membranas externas de outras bactérias, 

fazendo-a menos imunogênica (Blanco et al, 1997; Lafond; Lukehart, 2006; Ferreira, 2013).  

A criação de novos testes diagnósticos para sífilis é de suma importância para a 

saúde pública. A sífilis, uma infecção sexualmente transmissível, tem mostrado um aumento 

nos casos globalmente, e sua detecção precoce é essencial para o tratamento eficaz e a 

prevenção de complicações graves, como sífilis congênita e evoluções mais graves afetando o 

sistema nervoso central. Testes mais precisos e específicos ajudam a identificar infecções em 

seus estágios iniciais, evitando a disseminação da doença. Além disso, a melhoria nos métodos 

diagnósticos reduz os falsos positivos e negativos, permitindo um tratamento mais adequado e 

eficiente. Novas tecnologias, como a bioinformática, permitem a identificação de epítopos 

específicos, melhorando a precisão dos testes sorológicos. Dessa forma, avanços na área 

diagnóstica são essenciais para controlar e eventualmente erradicar a sífilis. 

Neste sentido se faz necessário o desenvolvimento de uma plataforma diagnóstica 

com alta sensibilidade e especificidade, podendo oferecer resultados rápidos para a sífilis. A 

partir da predição e síntese de moléculas peptídicas identificadas através de ferramentas de 

bioinformática, que projetadas como epítopos de células B humanas, provenientes de 

lipoproteínas imunodominantes de T. pallidum, é possível produzir antígenos de cobertura para 

sorodiagnóstico tipo ELISA. Assim, obtêm-se uma alternativa de diagnóstico ainda mais 

precisa e eficaz. Uma plataforma de sorodiagnóstico treponêmico eficiente, também poderia 

contribuir para a avaliação da eficácia de tratamento, que é uma das dificuldades encontradas 

pelos profissionais da área. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver uma plataforma de diagnóstico sorológico treponêmico com alta 

sensibilidade e especificidade para a sífilis, validada por estudo transversal de acurácia 

diagnóstica. 

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

I. Identificar as proteínas alvo em estudos de imunoproteômica e obter suas sequências 

lineares (FASTA) e estrutura 3D através do banco de dados Protein Data Bank; 

 

II. Predizer epítopos específicos de células B das proteínas alvos; 

 

III. Comparar a similaridade dos epítopos desenhados da T. pallidum na sífilis com outras 

proteínas da bactéria, utilizando o algoritmo Blast-P (protein-protein BLAST), utilizando o 

programa Clustal Ômega para o alinhamento das sequências escolhidas; 

 

IV. Avaliar na estrutura 3D e desenhar peptídeos que mimetizem os epítopos de 

lipoproteínas da T. pallidum;  

 

V. Sintetizar quimicamente, pela técnica FMOC-sínteses, os peptídeos desenhados; 

 

VI. Validar os peptídeos como antígenos de cobertura em ELISA, para sorodiagnóstico de 

sífilis por estudo transversal de acurácia diagnóstica;  

 

VII. Avaliar o potencial da plataforma sorológica no monitoramento do tratamento de sífilis. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

Trata-se de um estudo transversal de acurácia diagnóstica onde comparam-se os 

resultados entre dois grupos: pacientes com a doença e aqueles sem a doença. Esses grupos 

podem apresentar testes diagnósticos positivos ou negativos, indicando a presença ou ausência 

da doença. Um estudo transversal de acurácia diagnóstica foi realizado para validar uma 

tecnologia de um protótipo como uma plataforma de sorodiagnóstico para sífilis, aqui definida 

como teste índice (Chassé; Fergusson, 2019). O conjunto de testes, definido como o algoritmo 

de diagnóstico para sífilis, é o padrão ouro, que foi usado como um padrão de referência para 

estimar a precisão, sensibilidade e especificidade do índice do teste. O estudo foi conduzido 

seguindo as disposições das diretrizes Standards for Reporting Diagnostic Accuracy Studies 

(Bossuyt et al, 2015). 

 

3.2 SELEÇÃO DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO 

 

Os participantes foram amostrados por meio de um estudo transversal e organizados 

em fluxogramas de participantes usando um diagrama. Indivíduos da atenção básica de saúde 

da cidade de Rio Verde que procuraram os serviços de testagem e aconselhamento de ISTs do 

Sistema Único de Saúde (SUS), foram voluntários neste estudo. As características 

demográficas e clínicas basais dos participantes foram determinadas, bem como a distribuição 

do curso clínico e da gravidade nos participantes com a condição alvo, ou seja, sífilis positiva 

determinada pelo resultado/evento positivo do teste de referência (casos) (Mathes; Pieper, 

2019). Assim, o perfil epidemiológico dos participantes foi determinado para avaliar a acurácia, 

sensibilidade, especificidade e valores preditivos do teste índice como uma ferramenta de 

vigilância para exposição à sífilis, apoiando o estudo da precisão diagnóstica (Scussel et al, 

2022). 

 

3.2.1 Aprovações éticas 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de Rio 

Verde (UniRV) sob o número de protocolo CAAE: 59241322.0.0000.5077 (ANEXO A). Além 

disso, este estudo foi realizado de acordo com a Declaração de Helsinque, respeitando os 

princípios éticos para pesquisa envolvendo seres humanos. As amostras foram coletadas com 
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consentimento escrito de todos os pacientes, que assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UniRV. 

 

3.2.2 Critério de inclusão 

 

Indivíduos entre 18 e 80 anos, de ambos os sexos, que tenham sido submetidos a 

testes de diagnóstico para sífilis, conforme algoritmo de triagem e confirmação diagnóstica, 

associado, ou não, ao estágio clínica da doença, diagnóstico padrão-ouro, fase de tratamento, e 

que aceitem participar como voluntários do estudo, e tenham assinado o TCLE. 

 

3.2.3 Critérios de exclusão 

 

Indivíduos que apresentem informações clínicas ou laboratoriais incompletas que 

inviabilizem a correta classificação diagnóstica, ou que estejam em condição de saúde que 

impeça a compreensão ou a participação adequada neste estudo, foram excluídos do estudo. 

Assim foram excluídos, os pacientes que fizeram uso recente de antibióticos que possam 

interferir nos testes sorológicos, indivíduos com doenças autoimunes ou outras condições que 

possam gerar resultados falso-positivos ou falso-negativos, pessoas que não possam fornecer 

consentimento informado, como indivíduos com comprometimento cognitivo, e também o uso 

de imunossupressores ou quimioterapia, que podem alterar a resposta imunológica e 

comprometer a precisão dos resultados. 

 

3.2.4 Coleta de amostras e algoritmo diagnóstico de sífilis 

 

Amostras de sangue dos participantes foram coletadas por punção venosa de junho 

de 2022 a julho de 2023. Estas foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 g, em temperatura 

ambiente para obtenção do soro. Após a centrifugação, os soros foram imediatamente 

transferidos para microtubos de centrífuga de 2 mL. As amostras de soro foram armazenadas a 

–80 °C para posterior análise. 

Para confirmação do diagnóstico de sífilis, a abordagem foi a utilização de testes 

sorológicos treponêmicos, quimioluminescência e o testes não treponêmico. No CTA de Rio 

Verde - GO, usa-se a abordagem reversa de acordo com o Manual Técnico para o Diagnóstico 

da Sífilis do Ministério da Saúde (2024), conforme ilustra a figura 2. Os participantes foram 

acolhidos no CTA para a triagem e confirmação do diagnóstico, e a entrevista foi realizada 
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pelos profissionais de saúde do CTA. Após, as amostras dos participantes foram utilizadas para 

as avaliações ELISA baseado em peptídeos. 

O teste específico de triagem treponêmico usado durante o período do estudo foi a 

quimioluminescência; e o VDRL foi usado como um teste não treponêmico. Quando o teste 

treponêmico foi reativo, mas o VDRL não, o teste rápido RPR foi usado como segundo teste 

treponêmico. No CTA de Rio Verde, o VDRL também é aplicado como um teste de 

monitoramento prognóstico, para avaliar o tratamento do paciente. Os pacientes deste estudo 

foram tratados com Benzilpenicilina benzatina 2,4 milhões de UI por via intramuscular em dose 

única.  

 
Figura 2 - Algoritmo adotado para o rastreamento da sífilis no CTA de Rio Verde/GO – Brasil. 

Abordagem reversa de acordo com o Manual Técnico para Diagnóstico da Sífilis do Ministério da Saúde 
do Brasil (2022). Fonte: Da autora, 2025. 

 

3.3 DESING DA PLATAFORMA DE SORODIAGNÓSTICO DE SÍFILIS 

 

3.3.1 Análises de bioinformática 

 

As proteínas Tp0171, Tp0435, Tp0574, Tp0684 e Tp0453 foram selecionadas 

seguindo os critérios: imunogênicas e antigênicas vastamente validadas em estudos de 
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imunoproteômica, aplicadas em testes treponêmicos atuais para triagem de sífilis (Sato et al, 

1999; Brinkman et al, 2006; Mcgill et al, 2010; Runina et al, 2018; Houston et al, 2023; Campo 

et al, 2024; Haynes et al, 2024). Também disponíveis em bancos de dados biológicos, como 

GenBank e/ou PDB. 

Os epítopos foram preditos usando os algoritmos de Predição de Epítopos do Banco de 

Dados de Epítopos Imunológicos – do inglês: Immune Epitope Database (IEDB). Este servidor 

possui uma série de algoritmos que visam prever epítopos de células B. O algoritmo Emini 

Surface Accessibility, usado para identificar aminoácidos na sequência primária que são mais 

expostos na superfície da proteína (Emini et al., 1985), e o algoritmo Bepipred Linear Epitope 

Prediction, que prevê resíduos de superfície com maior probabilidade de serem reconhecidos 

por anticorpos, foram ambos aplicados. Os aminoácidos espacialmente próximos nas estruturas 

terciárias foram usados para projetar os peptídeos que mimetizassem a região epitópica, 

conforme descrito anteriormente (Machado-de-Ávila et al, 2014). Para obter as estruturas 

tridimensionais, a pesquisa de proteínas foi realizada selecionando o banco de dados Protein 

Data Bank (PDB), do qual foi selecionada a estrutura tridimensional com a melhor resolução. 

Na ausência da estrutura 3D, a modelagem molecular foi desenvolvida usando o programa 

SwissModel (Biasini et al, 2014). Epítopos conformacionais foram projetados pela combinação 

de aminoácidos de diferentes regiões proteicas, projetando-os nas estruturas 3D coletadas no 

PDB ou criadas por meio de modelagem estrutural (Waterhouse et al, 2018). O design de 

epítopos conformacionais foi realizado usando o SwissPDB-viewer (Guex; Peitsch,1997; 

Scussel et al, 2022).  

Os peptídeos finais foram avaliados pelo algoritmo de bioinformática BLAST-p 

para avaliar e comparar a similaridade entre as sequências de proteínas que induzem resposta 

imune no hospedeiro com proteínas de outras enfermidades que apresentam reações cruzadas, 

como os agentes etiológicos das treponematoses endêmicas: Bejel, pinta e bouba, que foram 

depositados em bancos de dados como o GenBank, e então foram alinhadas pelo programa 

Clustal Omega (Sievers et al, 2011).  

 

3.3.2 Síntese química e caracterização de peptídeos 

 

As sequências peptídicas de epítopos conformacionais foram sintetizadas 

manualmente pela técnica FMOC Solid Phase Peptide Synthesis, conforme descrito 

anteriormente (Merrifield, 1969; Machado-de-Ávila et al, 2014; Scussel et al, 2022). Em 

seguida, esses peptídeos foram caracterizados por espectrometria de massa por eletrospray 
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usando um espectrômetro Xevo TQ-S micro–Triple Quadrupole acoplado a um sistema UPLC 

(Waters Corporation, Framingham, MA, EUA). As amostras de peptídeos foram diluídas em 

acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico e introduzidas por infusão no modo de ionização 

positiva, com fragmentação por colisão de argônio. Os espectros de massa foram analisados 

pelo software MassLynx versão V4.2 SCN1001 (2019, Waters Inc.). Os parâmetros físico-

químicos dos peptídeos foram analisados usando Pepcalc e Expasy - Compute pI/Mw (Scussel 

et al, 2022; De Oliveira et al, 2024) e a identidade dos peptídeos foi confirmada pelo perfil de 

fragmentação dos espectros de massa. 

 

3.4 ELISA BASEADO EM PEPTÍDEOS  

 

Os peptídeos sintéticos foram usados como antígenos para detecção de anticorpos 

específicos para sífilis por ELISA baseado em peptídeos (Scussel et al, 2022; De Oliveira et al, 

2024) com algumas adaptações. Placas de 96 poços de EIA de alta ligação (Costar 3590, 

Corning) foram revestidas com 100 µL/poço de peptídeos (individualmente, 0,05 µg.µL-1) em 

tampão carbonato (pH 9,6) e incubadas a 4 °C overnight. As placas foram lavadas com tampão 

fosfato salino (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com uma solução 

bloqueadora de albumina sérica bovina (BSA) a 5% a 37 °C por 1 h. Após a lavagem, amostras 

de soro diluídas (1:100) em solução de 0,5% de BSA em PBS-T, foram adicionadas a cada poço 

(100 µL/poço) e incubadas a 37 °C por 1 h. Os poços foram lavados e incubados com IgA, IgM 

e IgG polivalentes anti-humanos conjugados com peroxidase (Sigma-Aldrich) a 37 °C por 1 h, 

na diluição ótima (1:5000), de acordo com testes de padronização anteriores. Após outra 

lavagem, a detecção colorimétrica foi realizada com o-fenilenodiamina (OPD) (0,2 μg/μL em 

tampão citrato, pH 5,2) com 3 μL de peróxido de hidrogênio ou com solução de 3,3 ́,5,5 -́

tetrametilbenzidina (TMB), e interrompida com ácido sulfúrico 2 M. A densidade óptica foi 

medida a 492 nm (OPD) ou 450 nm (TMB) pelo espectrofotômetro SpectraMax M3. Curvas de 

titulação preliminares foram realizadas para otimizar as concentrações de antígeno, amostra e 

conjugado. Para reduzir a variação analítica, os experimentos foram realizados usando amostras 

de soros com os mesmos reagentes (lotes, diluições, etc.). A robustez analítica foi garantida 

pela realização de dois ELISA, entre dois dias distintos, usando as mesmas amostras de soros 

testadas nos dois experimentos independentes para todos os peptídeos individualmente. Uma 

análise do gráfico de Bland-Altman (dados não mostrados) indicou que as diferenças nos 

valores de densidade óptica (OD) entre as duplicatas não aumentaram com a variação de sua 
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média sorológica. Assim, as análises de dados foram realizadas pela média sorológica de cada 

amostra de soro contra cada peptídeo como antígeno de revestimento em ELISA. 

 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para análise dos dados para estudo de acurácia, o método de tabulação cruzada 

(tabela de contingência) e as estatísticas de acurácia foram determinadas usando o método de 

Análise de Curva Receiver Operating Characteristics (ROC). Os valores de corte (cut-off) para 

diferenciar amostras negativas e positivas contra cada antígeno foram determinados 

considerando a média das amostras de controle negativo (não infectadas) mais 2,5 DP (Desvio 

Padrão). Sensibilidade (Se), especificidade (Sp), acurácia - área sob a curva (AUC), valor 

preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razão de verossimilhança (LR) dos 

antígenos foram determinados a partir das curvas ROC com intervalos de confiança (IC) usando 

um nível de confiança de 95% (IC95%), para cada antígeno (Galvani et al, 2022; Scussel et al, 

2022; De Oliveira et al, 2024).  

Para validar a plataforma baseada em peptídeos como ferramenta de avaliação de 

eficácia no tratamento da sífilis, foram aplicados testes de normalidade, seguidos de testes de 

homogeneidade de variâncias, teste para avaliar significância das diferenças entre grupos e 

post-hoc para comparações múltiplas (Jerrold H. Zar, 2009). A normalidade dos dados foi 

testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em um dos grupos o teste de Shapiro-Wilk indicou p < 

0,001, sugerindo violação significativa da normalidade. Desvios também foram observados no 

gráfico Q-Q (Figura 3), confirmando a não normalidade. O teste de Brown-Forsythe foi 

realizado para homogeneidade de variâncias entre os grupos, mais robusto para distribuições 

não normais e utiliza a mediana, tornando-o mais adequado para dados com assimetria. A 

análise de variância foi realizada pelo teste Welch’s ANOVA. Para comparações múltiplas 

entre grupos experimentais, foi utilizado o teste T3 de Dunnett, apropriado para variâncias 

desiguais e diferentes tamanhos de amostra. Valores de p ≤ 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. As análises estatísticas foram realizadas usando o software 

GraphPad Prism 10.4.1. 
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Figura 3 - Gráfico QQ Normal (Quantil-Quantil) de dados da vigilância da eficácia do 

tratamento da sífilis. 
(A) Representação da distribuição dos dados do CETp0171 em relação à distribuição normal teórica. Enquanto 

(B) representa a distribuição dos dados do CETp0435 relativamente à distribuição normal teórica.  Pode-se 

observar que, para a maioria dos grupos de ambos os peptídeos, (A) e (B), os pontos seguem a linha de referência, 

indicando aderência à normalidade. Entretanto, o grupo pré-tratamento apresentou desvios, confirmados pelo teste 

de normalidade de Shapiro-Wilk (p < 0,001). Esses resultados justificam a aplicação de métodos estatísticos 

robustos para dados não normais, como o Brown-Forsythe seguido da ANOVA de Welch. 

Fonte: Da autora, 2025. 

 

4.  RESULTADOS 

 

4.1 PERFIL EPIDEMIOLÓGICO DOS PARTICIPANTES  

 

A Tabela 1 resume as características sociodemográficas e clínicas dos participantes. 

Um total de 51,6% eram mulheres. Quanto à cor da pele, 51,2% se auto identificaram como 

pardos, seguidos de 24,8% brancos, 17,4% amarelos e 6,6% pretos. A maioria dos participantes 

era HIV-negativo (93,4%) e 63,9% testaram positivo para sífilis. Entre os diagnosticados com 

sífilis (n=40), sem tratamento, 67,5% estavam na fase latente, 17,5% na fase primária e 15,0% 

na fase secundária. Entre os diagnosticados com sífilis (n=38) 28,9% estavam em tratamento 

para sífilis no momento da coleta de dados, enquanto 71,1% haviam completado o tratamento. 

A média de idade dos participantes foi de 32,46 anos (DP = 11,42), esses dados não são 

apresentados em tabela. 

 

Tabela 1 - Características clínicas e sociodemográficas dos participantes do estudo. Rio Verde, 

GO - Brasil, 2022/2023 (n=122). 

VARIÁVEIS n % 

Gênero   

Masculino 59 48,4 

Feminino 63 51,6 
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Cor da pele   

Branca 30 24,8 

Preta 8 6,6 

Parda 62 51,2 

Amarela 21 17,4 

Status HIV    

Negativo 114 93,4 

Positivo 8 6,6 

Status sífilis   

Negativo 44 36,1 

Positivo 78 63,9 

Estágio da sífilis (pacientes sem tratamento)   

Primário  7 17,5 

Secundário 6 15,0 

Latente 27 67,5 

Tratamento para sífilis   

Tratamento em andamento   11 28,9 

Pós-tratamento (tratamento completo) 27 71,1 
           Fonte: Da autora, 2025. 

 

4.2 VALIDAÇÃO DA PLATAFORMA DE SORODIAGNÓSTICO PARA SÍFILIS  

 

4.2.1 Epítopo conformacional de antígenos proteícos treponêmicos  

 

Os epítopos foram previstos por dois algoritmos diferentes do IEDB. Os resultados 

da previsão foram integrados e utilizados para conceber epítopos conformacionais dentro das 

estruturas tridimensionais utilizando o Swiss-PDB-Viewer. Para cada proteína, Tp0171 (PDB: 

4XDU), Tp0435 (PDB: 4UQ3), Tp0574 (código GENBANK), Tp0453 (PDB: 5JX2) e Tp0684 

(PDB: 3J8J), foi predito um epítopo-peptídeo conformacional, conforme ilustrado na Figura 4. 

Estes epítopos contêm uma combinação de aminoácidos de diferentes regiões de cada proteína. 

A Tabela 2 mostra a sequência de aminoácidos obtidos que imitam os epítopos conformacionais 

das proteínas imunogênicas de T. pallidum (CETp) e as propriedades físico-químicas dos seus 

peptídeos sintéticos.  

 

Figura 4 - Epítopos conformacionais em proteínas T. pallidum em estruturas 3D. 

 



 42 

 
O peptídeo CETp0171 está destacado em azul claro em diagrama de fitas(A) e na superfície molecular (B). O 

péptido CETp0435 está destacado a verde em diagrama de fitas(C) e na superfície molecular (D). O peptídeo 

CETp0574 está destacado a cor-de-rosa em representação de fitas (E) e na superfície molecular (F). O peptídeo 

CETp0684 está destacado em roxo em diagrama de fitas (G) e, e na superfície molecular (H). E, finalmente, o 

peptídeo CETp0453 está destacado em laranja em diagrama de fitas (I) e na superfície molecular (J) . 

Fonte: Da autora, 2025. 
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Tabela 2 - Sequências dos epítopos conformacionais de acordo com a posição dos aminoácidos 

nas proteínas de T. pallidum e propriedades físico-químicas dos seus peptídeos sintéticos. 

Peptídeo Sequência do peptídeo na posição da proteína 

Massa 

isotrópica 

(g/mol) 

Ponto 

isoelétrico 

(pH) 

Solubilida

de em 

água 

CETp0171 

Lys225Gln224Gly223Thr222Gly221His220Pro219Asp11

8Arg217Tyr243Phe246Phe247Gln248Arg249Asp250Ala1

15Ala116Val117Pro118Asp119Pro120Asp121Ala122Leu

123Lys124Glu125 

 

2956,27 9,70 Bom 

CETp0435 
Lys10Ala11Lys12Ala13Glu114Lys21Ala45Asp46Gly47

Thr48Ala49Gln50Arg68Tyr67Thr66Leu65Pro64 

 

1848,09 9,53 Bom 

CETp0574 

Val97Leu98Ser99Lys100Gln101Glu102Thr103Glu104A

sp105Ser106Arg107Gly108Arg109Lys110Lys111Trp112

Glu113Tyr114Glu115Thr116Asp117Pro118Ser119Val12

0 

 

2867,12 6,28 Bom 

CETp0684 

Asn272Ser273Glu274Val275Thr276Ser277Ala278Asn27

9Trp280Lys281Glu282Tyr283Thr284Arg285Gly286Ala2

87 

 

1812,91 6,14 Baixa 

CETp0453 

Val163Asn164Pro165Asp166Arg167Pro168Gln169Leu17

0Pro171Pro172Arg173Phe174Glu175Lys176Glu177Cys1

78Thr179Ser180Glu181Gly182Thr183 

2400,65 4,87 Bom 

Fonte: Da autora, 2025. 

 

Após a síntese química dos peptídeos, estes foram caracterizados por 

espectrometria de massa para garantir a sua identidade através da razão massa/carga (m/z), 

confirmando a sua massa molecular através do padrão de fragmentação. O íon precursor foi 

fragmentado com argônio, e a confirmação das sequências de aminoácidos foi adquirida de 

acordo com o espectro do perfil de fragmentação. A massa monoisotópica e o padrão de 

fragmentação de cada peptídeo foram determinados utilizando a ferramenta Molecular Weight 

Calculator do software MassLynx, como se mostra no Apêndice B.  

 

4.2.2 Validação do sorodiagnóstico utilizando peptídeos miméticos 

 

Os testes de ELISA foram realizados para avaliar a detecção de anticorpos 

específicos contra peptídeos miméticos de epítopos conformacionais treponêmicos, utilizando 

amostras de soro de pacientes diagnosticados, mas não tratados (n = 40) comparados com os de 

doadores não infectados (n= 44), como controles negativos. Todos os peptídeos foram aplicados 

individualmente para detecção de IgM, IgA e IgG polivalentes. A área sob a curva ROC foi 

utilizada para avaliar o desempenho do diagnóstico de acurácia do ELISA baseado em 

peptídeos, analisando sua sensibilidade e especificidade. O valor da AUC indica a capacidade 
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do modelo de distinguir entre amostras positivas e negativas de sífilis, sendo que uma AUC 

próxima de 1 reflete uma excelente separabilidade ou uma precisão ótima. As curvas ROC para 

todos os ELISA com base em peptídeos são apresentadas na Figura 5, enquanto a Tabela 3 

resume os valores de corte e os parâmetros ROC.  
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Figura 5- Reatividade sorológica utilizando peptídeos sintéticos como antígeno para o 

sorodiagnóstico da sífilis e respectiva curva ROC. 
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Antígeno (peptídeo) CETp0171 Reatividade serológica (A) e respectiva curva ROC (B); antígeno (peptídeo) 

CETp0435 Reatividade serológica (C) e respectiva curva ROC (D) antígeno (peptídeo) CETp0574 Reatividade 

serológica (E) e respectiva curva ROC (F); antígeno (peptídeo) CETp0684 Reatividade serológica (G) e respectiva 

curva ROC (H); e CETp0453 Reatividade serológica (I) e respectiva curva ROC (J). O conjugado polivalente foi 

diluído a 1:5000 em BSA 0,5% em PBS-T. Os pontos azuis claros representam os valores de densidade ótica para 

cada amostra negativa, e os vermelhos representam os valores de densidade ótica para cada amostra positiva. Estes 

valores foram utilizados para determinar as curvas ROC. Os valores de corte (linhas pontilhadas a preto) para 

amostras positivas (amostras de soro de sífilis (n=40)) e negativas (dadores não infectados (n=44)) foram 

determinados pela média das amostras de controlo negativo (não infectadas) mais 2,5 DP. 

 

O CETp0171 e o CETp0435 foram capazes distinguir as amostras de soro de 

pacientes com sífilis positiva dos negativos, Figura 5A e 5C. Os valores de OD492 foram 

considerados positivos quando superiores à média de OD492 do controle negativo mais 2,5 DP. 

Os peptídeos CETp0171 e CETp0435 apresentaram um desempenho de diagnóstico ótimo, 

AUC = 0,98 e 1,00, respectivamente, atingindo uma especificidade de 92,31 e 97,62% e uma 

sensibilidade de 94,29 e 100%, respectivamente, diferenciando eficazmente entre amostras 

positivas e negativas (Figura 5A, 5B, 5C e 5D, Tabela 3). Estes resultados demonstraram que 

estes peptídeos tiveram o melhor desempenho de todos os avaliados. Por outro lado, o peptídeo 

CETp0574 obteve sensibilidade de 83,33% e especificidade superior a 90% (figura 5F e tabela 

3), o que pode ser considerado uma ferramenta de diagnóstico satisfatória. O peptídeo 

CETp0684 apresentou valores de AUC ≥ 0,84, com sensibilidade ≥ 80% e especificidade ≥ 

70% (Figura 5H, Tabela 3). O peptídeo CETp0453 exibiu uma sensibilidade superior a 90%, 

também apresentou valores de AUC ≥ 0,84, no entanto, a sua especificidade foi de 

aproximadamente 66% (Figura 5J e Tabela 3), limitando a sua capacidade de detectar com 

acurácia amostras positivas sem potencial de reatividade cruzada. Apesar destas melhorias 

desenvolvidas, estes peptídeos, CETp0574 (Figura 5E), CETp0684 (Figura 5G), CETp0453 

(Figura 5I), não foram capazes de diferenciar completamente as amostras positivas das 

negativas. 

 

Tabela 3 - Parâmetros da curva ROC para a deteção específica polivalente (IgA, IgM e IgG) 

utilizando o ELISA baseado em peptídeos como ferramenta de sorodiagnóstico da sífilis. 

  
 Parâmetros 

  

Antígeno AUC IC 95%  Cut-off Se (%) IC 95%  Sp (%) IC 95%  LR+ VPP PVN 

CETp0171 0,98 0,96 a 1,00 < 0,454 94,29 81,39 - 98,98 92,31 79,68 - 97,35 12,26 1,0 0,87 

CETp0435 1,00 1,00 a 1,00 < 0,402 100,0 91,62 –100,0 100,0 91,62 – 100,0 42,00 1,00 1,00 

CETp0574 0,93 0,87 a 0,99 <1,429 83,33 69,40 – 91,68 93,10 78,04 – 98,77 12,08 0,89 0,55 

CETp0684 0,84 0,75 a 0,93 <1,169 83,72 70,03 – 91,88 74,36 58,92 – 79,37 2,512 0,91 0,65 

CETp0453 0,84 0,76 a 0,92 <0,827 90,48 77,93 – 96,23 66,67 51,55 – 78,99 2,714 0,98 0,62 

Amostras de soro de pacientes com sífilis (n = 41) e de indivíduos não infectados (n = 43) foram utilizadas no 

ELISA baseado em peptídeos. A análise estatística da curva ROC (Receiver Operating Characteristic), obtendo 

um valor de p < 0,0001, para determinar a exatidão através da Área Sob a Curva ROC (AUC), Sensibilidade (Se), 

Especificidade (Sp), com Intervalo de Confiança (IC 95%). O rácio de verosimilhança positiva (LR+) foi obtido 
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através da análise ROC pelo rácio da sensibilidade por 1 especificidade. Os valores preditivos positivos (VPP) e 

os valores preditivos negativos (VPN) foram obtidos pela correlação matemática, entre verdadeiros positivos e 

falsos positivos e por verdadeiros negativos e falsos negativos, respetivamente; usando o método padrão de tabela 

de contingência 2 × 2. 

Fonte: Da autora, 2025. 
 

Com base na validação da análise ROC destes cinco antigênicos e considerando 

que a sífilis é uma IST crônica de estágios múltiplos, que progride através de estágios como 

primário, secundário e latente, as amostras também foram avaliadas pelos estágios clínicos de 

cada participante no momento da coleta da amostra. Neste sentido, o CETp0171 mostra-se 

como uma ferramenta satisfatória para detectar condições secundárias, e boa para detectar 

condições primárias e latentes (Figura 6A). Já a curva ROC apenas para amostras secundárias 

apresenta AUC= 1,0, e sensibilidade e especificidade de 100% (Figura 6C). Este peptídeo 

também apresenta AUC = 0,9856, sensibilidade de 87,50% e especificidade de 97,44% para o 

estágio primário (Figura 6B), e AUC = 0,9808, sensibilidade de 83,33% e especificidade de 97, 

44% (Figura 6D).  

 
Figura 6 - Painel sorológico do estágio da sífilis utilizando o peptídeo CETp0171 como 

antígeno e suas respectivas curvas ROC. 
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Painel serológico para sífilis utilizando CETp0171 em vários estágios (A), curva ROC do estádio primário (B), 

curva ROC do estádio secundário (C) e curva ROC do estádio latente (D). Os valores de corte (linhas pontilhadas 

a preto) para as amostras positivas (primária (n=7), secundária (n=6) e latente (n=27)) e negativas (dadores não 

infectados (n=44)) foram determinados pela média das amostras de controlo negativo (não infectadas) mais 2,5 

DP. 

Fonte: Da autora, 2025. 

 

O CETp0435 demonstrou um desempenho superior, apresentando índices de 

elevada precisão na detecção de todos os estados de sífilis (Figura 7A). As curvas ROC para os 

estágios Primário (Figura 7B), Secundário (Figura 7C) e latente (Figura 7D) apresentam AUC= 

1,0 e sensibilidade e especificidade de 100%. 

 
Figura 7 - Painel sorológico do estágio da sífilis utilizando o peptídeo CETp0435 como 

antígeno e respectivas curvas ROC. 
Painel serológico para sífilis utilizando CETp0435 em vários estágios (A), curva ROC do estádio primário (B), 

curva ROC do estádio secundário (C) e curva ROC do estádio latente (D). Os valores de corte (linhas pontilhadas 

a preto) para as amostras positivas (primária (n=7), secundária (n=6) e latente (n=27)) e negativas (dadores não 

infectados (n=44)) foram determinados pela média das amostras de controlo negativo (não infectadas) mais 2,5 

DP. 

Fonte: Da autora, 2025. 

 

O CETp0574 não apresentou a capacidade de detectar verdadeiros positivos em 

todos os estádios da sífilis (Figura 8A). Apesar disso, a curva ROC para as amostras do estágio 
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primário apresentou uma AUC de 0,9754, com uma sensibilidade de 85,71% e uma 

especificidade de 100% (Figura 8B). Para a fase secundária, este peptídeo obteve uma AUC de 

0,8666, com uma sensibilidade de 83,33% e uma especificidade de 96,55% (Figura 8C). Da 

mesma forma, para a fase latente, a AUC foi de 0,8726, com uma sensibilidade de 65,22% e 

uma especificidade de 96,55% (Figura 8D). 

 
Figura 8 - Painel sorológico do estágio da sífilis utilizando o peptídeo CETp0574 como 

antígeno e respectivas curvas ROC. 
Painel serológico para sífilis utilizando CETp0574 em vários estágios da sífilis (A), curva ROC do estádio primário 

(B), curva ROC do estádio secundário (C) e curva ROC do estádio latente (D). Os valores de corte (linhas 

pontilhadas a preto) para as amostras positivas (primária (n=7), secundária (n=6) e latente (n=27)) e negativas 

(dadores não infectados (n=44)) foram determinados pela média das amostras de controlo negativo (não 

infectadas) mais 2,5 DP. 

Fonte: Da autora, 2025. 

 

O CETp0684 não distinguiu corretamente as amostras positivas em todas as fases 

da sífilis (Figura 9A). Sua curva ROC do estágio primário apresentou uma AUC de 0,9048, 

com sensibilidade de 71,43% e especificidade de 97,44% (Figura 9B). Em relação ao estágio 

secundário, esse peptídeo obteve uma AUC de 0,8333, com sensibilidade de 66,67% e 
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especificidade de 87,18% (Figura 9C). Da mesma forma, para o estágio latente, a AUC foi de 

0,8310, mas com uma sensibilidade de 86,36% e uma especificidade de 79,49% (Figura 9D). 

 
Figura 9 - Painel sorológico do estágio da sífilis utilizando o peptídeo CETp0684 como 

antígeno e respectivas curvas ROC.  
Painel serológico para sífilis utilizando CETp0684 em vários estágios da sífilis (A), curva ROC do estádio primário 

(B), curva ROC do estádio secundário (C) e curva ROC do estádio latente (D). Os valores de corte (linhas 

pontilhadas a preto) para as amostras positivas (primária (n=7), secundária (n=6) e latente (n=27)) e negativas 

(dadores não infectados (n=44)) foram determinados pela média das amostras de controlo negativo (não 

infectadas) mais 2,5 DP. 

Fonte: Da autora, 2025. 

 

O CETp0453 demonstrou um desempenho inferior, apresentando erros de 

diagnóstico em todos os estágios da sífilis e baixa capacidade questionável para distinguir com 

exatidão as amostras positivas das negativas (Figura 10A). A curva ROC do CETp0453 do 

estágio primário apresentou uma AUC = 0,8968, com 66,67% de sensibilidade e 85,71% de 

especificidade (Figura 10B). Este peptídeo obteve uma AUC de 0,8730, com uma sensibilidade 

de 66,67% e uma especificidade de 80,95% para o estágio secundário (Figura 10C). O estágio 

latente apresentou o pior desempenho, com AUC = 0,7759, com uma sensibilidade de 69,57% 

e uma especificidade de 69,05% (Figura 10D). 
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Figura 10 - Painel sorológico do estágio da sífilis utilizando o peptídeo CETp0453 como 

antigênico e respectivas curvas ROC.  
Painel serológico para sífilis utilizando CETp0453 em vários estágios da sífilis (A), curva ROC do estádio primário 

(B), curva ROC do estádio secundário (C) e curva ROC do estádio latente (D). Os valores de corte (linhas 

pontilhadas a preto) (A) para as amostras positivas (primária (n=7), secundária (n=6) e latente (n=27)) e negativas 

(dadores não infectados (n=43)) foram determinados pela média das amostras de controlo negativo (não 

infectadas) mais 2,5 DP. 
Fonte: Da autora, 2025. 

 

Como os peptídeos CETp0171 e CETp0435 apresentaram um desempenho de 

diagnóstico ótimo e ambos exibiram detecção precisa em todos os estágios da sífilis, estes foram 

utilizados para avaliar a plataforma baseada em peptídeos na vigilância da eficácia do 

tratamento da sífilis. Um total de 122 amostras de acompanhamento não pareadas foram 

coletadas de participantes classificados como não infectados (negativos) (n = 44), pré-

tratamento (positivos) (n = 40), incluindo 7 com sífilis em estágio primário, 6 com sífilis em 

estágio secundário e 27 com sífilis latente; em tratamento contínuo (n = 11); e pós-tratamento 

(n = 27) (Tabela 1). Os níveis de anticorpos séricos contra CETp0171 (Figura 11A) e CETp0435 

(Figura 11B), testados por ELISA baseado em peptídeos, foram significativamente mais 

elevados no pré-tratamento (não tratado) em comparação com o tratamento em curso e o pós-
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tratamento (Figura 11, p < 0,0001). O grupo pré-tratamento apresentou níveis mais elevados (p 

< 0,0001) de anticorpos séricos contra CETp0171 (Figura 11A) e CETp0435 (Figura 11B), 

quando comparado com amostras negativas. Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas entre as amostras negativas, em tratamento e pós-tratamento. 

 
Figura 11- Monitoramento da eficácia da abordagem terapêutica da sífilis utilizando os níveis 

de anticorpos contra o CETp0171 (A) e o CETp0435 (B) ao longo das fases de tratamento. 
Os dados são apresentados como média ± desvio-padrão (DP). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Para as comparações entre os grupos, foi realizada a ANOVA de Welch, devido à violação da 

normalidade e homogeneidade das variâncias, conforme indicado pelo teste de Brown-Forsythe (p < 0,0001). As 

comparações múltiplas entre o grupo de controlo e os grupos experimentais foram realizadas utilizando o teste T3 

de Dunnett, ajustando os valores de p para comparações múltiplas. As diferenças estatisticamente significativas 

são indicadas por asteriscos: ****p ≤ 0,0001, ns significa diferença não estatisticamente significativa. 

Fonte: Da autora, 2025. 

 

5. DISCUSSÃO 

  

As proteínas da membrana externa são os principais alvos da adesão do hospedeiro 

e da resposta imune (Sun et al, 2013). Estudos anteriores relataram que várias lipoproteínas da 

membrana interna de T. pallidum, como TP0171 (Tp15), TP0435 (Tp17), TP0574 (Tp47), 

TP0684 e TP0453 têm forte imunogenicidade, quando avaliadas contra soros humanos e soros 

de coelhos infectados (Brinkman et al, 2006; Mcgill et al, 2010; Campo et al, 2024;). Essas 

descobertas sugerem que essas lipoproteínas são os principais fatores de virulência e também 

são reconhecidas como antígenos de revestimento em testes sorodiagnósticos treponêmicos 

para sífilis. As proteínas Tp0171 (TpN15), Tp0435 (TpN17), Tp0574 (TpN47), Tp0684 e 

Tp0453 são nomeadas com base em seus respectivos códigos genéticos em T. pallidum (Frase 

et al, 1998). Cada proteína é identificada pelo prefixo Tp, indicando que se origina do T. 

pallidum, seguido por um número de gene específico. Essas proteínas de membrana externa 

(OMP) também são nomeadas por designações, como TpN15 ou Tp15 para Tp0171, devido à 

sua função genética putativa, como lipoproteína de 15 kDa; Tp0435 é uma lipoproteína de 17 

kDa conhecida como TpN17 ou Tp17; Tp0574 é uma lipoproteína de 47 kDa projetada como 
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TpN47 ou Tp47 (Campo et al, 2024). Essas proteínas envolvem várias funções relacionadas à 

sobrevivência da bactéria, virulência e interações com o hospedeiro (Cox et al, 1992; Houston 

et al, 2023). Tp0684 e Tp0453 também fazem parte desse grupo, provavelmente 

desempenhando papéis em processos semelhantes (Sun et al, 2013). 

O diagnóstico da sífilis apresenta limitações importantes, principalmente devido às 

manifestações clínicas que podem surgir nos diferentes estágios da doença, seguidos de 

períodos de latência onde os sintomas quase que desaparecem por completo. Embora os testes 

laboratoriais sejam bem padronizados, o diagnóstico ainda segue sendo bastante complexo, 

principalmente quando os resultados positivos dependem de análises de dados complementares 

como o histórico clínico e sexual do paciente. Esses obstáculos causam atraso no diagnóstico e 

atrasam o tratamento adequado do paciente, levando ao agravamento e, também, a propagação 

da doença (Cao et al, 2023). 

A tecnologia embasada na construção de epítopos conformacionais preditos por 

bioinformática associado a síntese de moléculas peptídicas vem sendo amplamente estudados 

devido as suas vantagens, quando comparado aos epítopos lineares, pois permitem a 

combinação de regiões epitópicas mimetizando a conformação da região proteica na sua 

estrutura tridimensional, a mais vastamente encontrada nas reações antígeno-anticorpos. Essa 

característica potencializa a interação e afinidade com anticorpos específicos, que podem ser 

desenhados para redução de reações cruzadas e outras reações indesejadas.  Ademais, este fato 

já foi verificado para peptídeos de epítopos em tecnologia semelhante anteriormente 

desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa, para o diagnóstico de COVID-19 e Leishmaniose 

(Scussel et al, 2022). 

Através dessa tecnologia, na qual foram desenvolvidos peptídeos mimetizantes de 

epítopos conformacionais de proteínas expressas no processo de infecção da sífilis pelo T. 

pallidum (CETp), por meio de estudo de acurácia foi possível validar o desempenho diagnóstico 

destes peptídeos. Os resultados considerados de alta performance diagnóstica, com elevada 

acurácia, (AUC entre 1,0 e 0,9) e sensibilidade e especificidade acima de 90% foram os dos 

peptídeos CETp0171, CETp0435 e CETp0574. Além disso, o resultado obtido com a análise 

de perfil sorológico é semelhante aos encontrados em literatura. Estudos evidenciam a aplicação 

destas proteínas consideradas altamente imunogênicas em ensaio para detectar IgG específico 

frente a amostras de pacientes com sífilis, sendo as proteínas que apresentaram maior acurácia 

a Tp0171 (TP15) AUC = 0,971, Tp0435 (TP17) AUC = 0,992 e Tp0574 (TP47) AUC = 0,995 

(4), corroborando com nossos resultados e evidenciando o potencial destes antígenos em 

detectar imunoglobulinas em fases não iniciais da doença. 
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No diagnóstico da sífilis, diversas proteínas vêm sendo amplamente estudadas, 

como o caso das proteínas de membrana externa da T. pallidum Tp45, Tp47 (Tp0574), Tp15 

(Tp0171), e Tp17 (Tp0435). Segundo estudos de Sun et al. (2013), essas proteínas são 

potenciais biomarcadores no diagnóstico da sífilis. Cada uma dessas proteínas possui 

características específicas, sendo que os anticorpos contra essas proteínas, IgM e IgG, 

apresentam diferentes padrões de expressão em cada estágio da doença. Os anticorpos IgM 

contra Tp45 são mais prevalentes na sífilis primária, enquanto IgM Tp15 é detectado na fase 

terciária da doença. Os níveis de IgG contra as proteínas Tp0435 e Tp0574 são reduzidos após 

o tratamento para a doença, o que sugere que essas proteínas podem ser úteis no 

acompanhamento da sífilis. O peptídeo CETp0435 foi capaz de apresentar redução na detecção 

de anticorpos específicos em amostras de pacientes em tratamento ou após o tratamento (Figura 

11B).  

Um estudo prévio também demonstra que a resposta imunológica contra T. 

pallidum pode ser utilizada para avaliar a eficácia do tratamento. Ijsselmuiden et al. (1989) 

observaram que os níveis de anticorpos anti-TmpA, medidos por ELISA, diminuíram 

significativamente um ano após o tratamento com antibióticos. Da mesma forma, Sun et al. 

(2013) relataram a redução dos níveis de IgG anti-Tp0435 e IgG anti-Tp0574 após o tratamento, 

reforçando a hipótese de que a diminuição desses anticorpos pode indicar sucesso terapêutico. 

O VDRL, atualmente é indispensável para monitorar o progresso do tratamento da 

sífilis e sendo recomendado de seis em seis meses até o final do segundo ano após o diagnóstico. 

Os títulos de anticorpos diminuem tipicamente quatro vezes após três meses e oito vezes após 

seis meses de tratamento. Para acompanhar eficazmente a resposta ao tratamento, é 

aconselhável utilizar o mesmo tipo de teste não treponêmico desde o diagnóstico até o teste de 

monitoramento final para avaliar se o título da amostra aumentada ou diminuída em 

comparação com o teste anterior do doente. Além disso, devido à variação metodológica 

inerente a uma diluição, apenas as alterações no título de pelo menos duas diluições devem ser 

consideradas clinicamente significativas para orientar as decisões de tratamento (Nadal; Framil, 

2007; OMS, 2016; Brasil, 2022). Diante do exposto acima sugere-se que a plataforma 

diagnóstica desenvolvida neste estudo poderia ser aplicada juntamente com o VDRL para um 

melhor prognóstico de tratamento por meio da titulação de anticorpos, utilizando assim testes 

treponêmicos e não treponêmicos. Outrossim também com a aplicação dessa plataforma 

poderia-se amenizar a variabilidade metodológica inerente as diluições.  

Haynes et al. (2024) afirmam que, nas últimas duas décadas, o acesso às sequências 

do genoma de T. pallidum facilitou a produção de antígenos recombinantes para diagnósticos. 
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Isso aprimorou a confiabilidade dos testes sorológicos, especialmente na detecção de 

lipoproteínas imunodominantes como Tp0435/TpN17, Tp0574/TpN47 e Tp0171/TpN15. 

Muitos testes treponêmicos aprovados pela FDA utilizam esses antígenos, apesar da dificuldade 

de obtenção devido à complexidade de propagação das espiroquetas. Embora os ensaios 

baseados em lipoproteínas recombinantes alcancem 95%-99% de sensibilidade e 

especificidade, ainda há desafios na identificação da doença em estágios iniciais e tardios (Silva 

et al, 2020; Silva et al, 2024). A sensibilidade pode ser aumentada com novos antígenos 

treponêmicos que complementem os alvos imunodominantes, justificando nossa escolha por 

novas proteínas e a necessidade de investigar melhor as já estudadas em pesquisas anteriores. 

Uma triagem imune multiplex para a detecção da sífilis foi baseada na detecção 

específica de IgG com as proteínas recombinantes de T. pallidum Tp0171, Tp0435 e Tp0574, 

além das novas proteínas sintéticas Tp0684 e Tp0453, sendo realizada em 85 amostras de soro 

de indivíduos previamente diagnosticados com sífilis e 46 amostras de soro de doadores não 

infectados (Runina et al, 2018). Corroborando com os achados deste presente estudo, a 

eficiência diagnóstica do multiplex imune foi Tp0435 (93,6%) > Tp0171 (81,8%) > Tp0574 

(74,8%). No entanto, Tp0684 apresentou 100% de especificidade e 16,9% de sensibilidade, 

enquanto os resultados do presente estudo demonstraram uma sensibilidade superior para o 

CETp0684 (83,72%), mas com menor especificidade (74,36%). De maneira geral, o peptídeo 

CETp0684 exibiu o melhor desempenho em termos de acurácia (0.84) quando comparado a 

Tp0684 (0.467). Tp0453 apresentou o melhor desempenho nessa plataforma multiplex imune, 

com 100% de especificidade e 97,5% de sensibilidade (Runina et al, 2018), porém, os 

resultados do presente estudo, evidenciam que o peptídeo CETp0453 demonstrou 

especificidade limitada (~66%). 

Um estudo de Silva et al. (2020) e Zheng et al. (2023) afirmaram que a proteína 

Tp0574 do T. pallidum, uma lipoproteína de 47 kDa, é altamente imunogênica e essencial no 

sorodiagnóstico da sífilis. Frequentemente utilizada em testes sorológicos, como ELISA e testes 

rápidos, a Tp0574 é um dos principais antígenos reconhecidos pelo sistema imunológico 

durante a infecção. Além de sua importância no diagnóstico da sífilis, Tp0574 também pode 

ser útil para diferenciar estágios da doença e potencialmente outras treponematoses, como a 

bouba, embora mais estudos sejam necessários. Sua alta imunogenicidade e especificidade 

tornam Tp0574 um antígeno valioso para diagnóstico e pesquisas em vacinas contra T. 

pallidum, sendo assim assemelhando-se a presente pesquisa. 

Já a proteína Tp0574 do T. pallidum de acordo com Zheng et al. (2023) e Dy et al. 

(2024) é a proteína mais abundantemente expressa específica do T. pallidum. Esta lipoproteína 
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apresenta papel funcional nas respostas inflamatórias e processos patológicos da sífilis, 

incluindo: promoção da angiogênese através da autofagia mediada por ERO, promoção da 

fagocitose em células HMC3 e promoção da migração e adesão de células THP-1 às células 

musculares lisas vasculares dérmicas humanas. Anticorpos contra Tp0574 são detectados no 

soro de pacientes em todos os estágios de desenvolvimento da sífilis, confirmando sua 

importância na patogênese e prevenção da doença. Essa proteína também induz a secreção de 

interleucina-6 (IL-6) em fibroblastos dérmicos humanos através da ativação de vias de 

sinalização como p38, PI3K/Akt (Proteína Kinase B (PKB), proteína serina-treonina cinase que 

desempenha um papel crucial em várias vias de sinalização celular, incluindo a regulação do 

metabolismo, crescimento celular, sobrevivência e proliferação) e NF-κB. 4 (Nuclear Factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells. É um complexo proteico que atua como um 

fator de transcrição, regulando a expressão de genes envolvidos na resposta imune, inflamação, 

crescimento celular e sobrevivência) (Manning; Toker, 2017). Achados do estudo de Zheng et 

al. (2023) contribuem para a compreensão da inflamação na sífilis e destacam o papel da 

Tp0574 na interação entre o T. pallidum e o sistema imunológico do hospedeiro corroborando 

com o presente estudo onde também foi confirmado a alta imunogenicidade da Tp0574. 

Ainda sobre a Tp0574, estudos com ELISA mostraram que a proteína possui 

sensibilidade de 82,1% a 100% e especificidade de 100%, sugerindo a sua utilização na triagem 

da sífilis em laboratórios clínicos. Apesar dos autores terem produzido pesquisas em tempos 

diferentes, reportaram resultados semelhantes e mostraram elevada capacidade diagnóstica em 

virtude dos valores de área abaixo da curva (AUC) encontrados (Silva et al. 2020; Zheng et al. 

2023) assemelhando-se com o presente estudo que também apresentou cut-off de 1,42, 

sensibilidade de 83,3% (IC 95%), especificidade de 93,1% (IC 95%) e acurácia de 0,93 (IC 

95%).  

Embora Dy, et al. (2024) não mencionem diretamente o potencial infeccioso da 

Tp0574, o estudo destaca que essa proteína desempenha um papel expressivo na evasão 

imunológica do T. pallidum. Ela inibe a fagocitose pelos macrófagos, dificultando a eliminação 

da bactéria pelo sistema imunológico, e induz a produção de prostaglandina E2 (PGE2) pelos 

macrófagos, o que suprime ainda mais a resposta imune. A Tp0574 ativa a via PERK/NF-

κB/COX-2 nos macrófagos, resultando na produção de PGE2 e inibição da fagocitose. Esses 

mecanismos contribuem para a habilidade do T. pallidum em evadir o sistema imunológico do 

hospedeiro, facilitando potencialmente a infecção e persistência da bactéria (Dy, et al., 2024). 

Sendo assim, a proteína Tp0435, também conhecida como Tp17, é um dos 

antígenos mais reconhecidos por coelhos infectados com as estirpes Nichols e SS14 do T. 
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pallidum, provocando uma forte resposta de IgG no início da infecção e uma fraca resposta de 

IgM (Campo et al, 2024). Tp0435 é utilizado em testes treponêmicos baseados em proteínas 

recombinantes para o diagnóstico da sífilis (Silva et al, 2020; Haynes et al., 2024; Campo et al., 

2024). O estudo de Campo et al., 2024, evidencia que Tp0435 é um antígeno promissor, 

sugerindo bom desempenho diagnóstico e afirmando que essa proteína pode ser um marcador 

sensível para testes de diagnóstico em humanos e isso contribui para a justificativa do presente 

estudo de introduzir a mesma proteína, Tp0435, como base para desenvolvimento de 

biomarcadores do estágio da sífilis. 

Silva et al. (2020), Haynes et al. (2024) e Campo et al. (2024) corroboram com os 

resultados deste trabalho, destacando a importância do sorodiagnóstico com Tp0435 por 

também considerar como um dos antígenos imunodominantes de T. pallidum usados em testes 

treponêmicos para diagnóstico de sífilis, isso sugere que ele provoca uma forte resposta de 

anticorpos em indivíduos infectados. O estudo de Haynes et al. (2024) apresentou um antígeno 

imunodominante com reatividade significativa em diferentes estágios da sífilis, além disso, a 

reatividade ao Tp0435 diminuiu significativamente após o tratamento, indicando seu potencial 

como marcador para monitorar a resposta ao tratamento, sendo assim, esses resultados sugerem 

que a Tp0435 pode ser útil na detecção precoce da sífilis e no monitoramento da resposta ao 

tratamento, corroborando com nossos resultados com o peptídeo CETp0435 que também foi 

capaz de apresentar  uma das melhores reatividade nos testes e apresentando níveis de 

sensibilidade e especificidade entre ≥ 97,62 e ≥ 100%. 

Baughn et al (1996) elucida que a Tp0171 exibe vários epítopos contínuos que são 

reconhecidos pelos anticorpos IgM e IgG presentes no soro de indivíduos diagnosticados com 

sífilis. As investigações sobre o mapeamento de epítopos delinearam regiões essenciais da 

proteína que são críticas para o reconhecimento imunológico, o que tem implicações 

significativas para o avanço de ensaios diagnósticos simples e economicamente viáveis para a 

sífilis. Sun et al., (2009) evidencia que Tp0171, em conjunto com outras proteínas como a 

Tp0435 e a Tp0574, foi utilizada para desenvolver testes ELISA altamente sensíveis e 

específicos. Um ELISA baseado numa proteína de fusão TpN0171-0435-0574 apresentou uma 

taxa de positividade de 99,5% em amostras de pacientes com sífilis, superando os métodos 

tradicionais como o TPHA e o TRUST (Sun et al., 2009). Sun Ran et al. (2013) relata que a 

ocorrência de anticorpos contra a Tp0171 varia de acordo com o estágio da sífilis. Os anticorpos 

IgM dirigidos à Tp0171 só foram identificados nas fases terciárias da infeção, enquanto os 

anticorpos IgG contra a Tp0171 foram mais frequentemente encontrados nas fases secundárias. 

Após o tratamento, observou-se uma diminuição notável dos níveis de IgG, mostrando a 
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eficácia da Tp0171 como indicador para avaliar a resposta ao tratamento, assim como o 

CETp0171 apresentou resultados semelhantes (Figura 11A)  

Os resultados do presente estudo, com peptídeo mimetizante de epítopo da Tp0171, 

CETp0171, alinham-se com os dados da literatura sobre a aplicação da Tp0171 em 

sorodiagnóstico, evidenciando seu papel expressivo no desenvolvimento de métodos 

sorológicos para o diagnóstico da sífilis, oferecendo alta sensibilidade e especificidade, 

especialmente quando utilizada em combinação com outros antígenos.  

Wang; Zhang (2024) efetuaram uma revisão da ultraestrutura da T. pallidum e 

registraram avanços inovadores nos últimos anos, incluindo a cultura in vitro de T. pallidum a 

longo prazo e melhorias na tecnologia de sequenciação de genes e na microscopia eletrônica. 

Esta revisão resume os progressos realizados na investigação da ultraestrutura da T. pallidum. 

Ao longo dos anos, foram identificados diversos antígenos altamente imunogênicos na 

membrana interna do T. pallidum. Esses antígenos desencadeiam respostas robustas de 

anticorpos durante a infecção, sem reatividade cruzada com outras doenças treponêmicas. Entre 

esses antígenos, Tp0171, Tp0435 e Tp0574 são considerados componentes essenciais.  

Ainda no estudo de Wang; Zhang (2024) a Tp0171 apresenta uma forte 

imunogenicidade, desencadeando respostas elevadas de anticorpos em todas as fases da 

infecção por sífilis sem reatividade cruzada com soros de pacientes com outras doenças 

treponêmicas. Serve como um novo alvo para detecção de anticorpos específicos de sífilis. A 

Tp0171, uma proteína abundante na membrana interna, demonstra uma imunogenicidade e 

imunorreatividade potentes. A Tp0574 é encontrada por quatro domínios diferentes: dois 

domínios N-terminais complexos contendo folhas β e dois domínios C-terminais com dobras 

semelhantes a imunoglobulinas. Sendo a proteína específica de T. pallidum mais 

abundantemente expressa, a Tp0574 é altamente imunogênica. Além disso, a Tp0574 promove 

angiogênese através da autofagia causada por ERO, e esta angiogênese patológica pode 

desempenhar um papel importante na ajuda ao T. pallidum para romper os vasos sanguíneos e 

entrar no sangue para disseminação (Dy, et al., 2024). 

No estudo de Hazllet et. al. (2005) descrevem que a proteína Tp0453 desempenha 

um papel importante no T. pallidum devido ao seu impacto significativo na permeabilidade da 

membrana externa do agente patogênico. Esta proteína facilita o transporte de nutrientes através 

da membrana externa, o que é vital para a sobrevivência das bactérias, especialmente dada a 

sua dependência de nutrientes fornecidos pelo hospedeiro. Além disso, o Tp0453 ajuda na 

evasão imunológica de bactérias ao não se expor na superfície da membrana, permanecendo 

assim inacessível aos anticorpos. Esta característica ajuda o T. pallidum a evitar a detecção e a 
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resposta do sistema imunitário do hospedeiro, permitindo infecções persistentes e de longa 

duração. A Tp0453 é uma lipoproteína que apresenta um polipeptídeo anfifílico com múltiplas 

hélices α anfipáticas que se inserem na membrana. Ao contrário de outras proteínas integrais 

da membrana externa, não possui uma estrutura de folha β extensa. Estas hélices anfipáticas 

permitem que a proteína se incorpore na bicamada lipídica, desestabilizando-a e aumentando a 

sua permeabilidade, enquanto permanece inacessível às proteínas. A detecção de anticorpos 

específicos contra Tp0453 serve como indicador sensível e específico de infecção por T. 

pallidum, ajudando no diagnóstico sorológico de sífilis. Estas características fazem do Tp0453 

uma proteína distinta e funcionalmente vital para a sobrevivência e patogenicidade do T. 

pallidum. Sendo assim, a Tp0453 desempenha relevância no sorodiagnóstico (Sun et al, 2013). 

Entretanto, apresar da importância estrutural, funcional, e imunogência da Tp0453, o peptídeo 

CETp0453 apresentou os piores resultados no presente estudo, mostrando especificidade 

limitada (~66%), e relativa baixa AUC. 

A proteína Tp0684 (Tp38) desempenha um papel vital na sobrevivência e 

patogenicidade da T. pallidum. Como proteína de ligação à glucose e parte de um transportador 

ABC, a Tp0684 é essencial para a importação de glucose, que serve como fonte primária de 

energia para a bactéria (Brautigam et al, 2016). De acordo com o estudo de Queiroz (2019), a 

proteína Tp0684 demonstrou ser antigênica, uma vez que é reconhecida por soros de pacientes 

com sífilis primária e latente. Este fato sugere que o Tp0684 tem potencial para ser utilizado no 

desenvolvimento de testes sorológicos para o rastreio de pacientes com sífilis. O que fomenta 

os resultados encontrados neste estudo para o peptídeo CETp0684. Entretanto este peptídeo, 

assim como os estudos com as proteínas recombinantes Tp0684, exibem certas limitações de 

sensibilidade e especificidade. 

Com base nas descrições acima, pode-se observar que as lipoproteínas utilizadas 

neste estudo são significativas para o sorodiagnóstico da sífilis. Além disso, o uso de peptídeos 

nos testes mostrou-se mais promissor em termos de tempo, eficácia e custo-benefício.  

Os peptídeos sintéticos podem ser projetados para incluir epítopos específicos que 

são reconhecidos por anticorpos gerados em resposta à infecção por T. pallidum. Isso pode 

resultar em uma maior especificidade e sensibilidade nos testes sorológicos, reduzindo a 

reatividade cruzada com outros patógenos (Silva et al, 2020; Silva et al, 2024). A síntese de 

peptídeos é geralmente mais simples e menos custosa do que a produção de proteínas 

recombinantes completas. Isso facilita a padronização dos testes, permitindo a criação de kits 

diagnósticos que podem ser facilmente replicados. São mais fáceis de sintetizar e purificar em 

comparação com proteínas inteiras. Isso permite uma rápida adaptação às necessidades do 
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diagnóstico, como a inclusão de novos epítopos conforme necessário. Peptídeos tendem a ter 

uma menor imunogenicidade indesejada em comparação com proteínas completas, o que 

significa que eles podem induzir uma resposta imune mais controlada e específica, 

minimizando reações adversas em pacientes (Paiva, 2016; Lage, 2016; Silva et al, 2020; 

Folgosi, 2023; Silva et al, 2024). 

Quando um teste diagnóstico exige um tempo de resposta curto, como no caso de 

T. pallidum, o uso de proteínas recombinantes pode ser inviável devido ao alto custo e à demora 

na obtenção dos resultados. Os peptídeos sintéticos surgem como uma alternativa mais 

acessível e eficiente, pois podem ser produzidos quimicamente ou expressos em sistemas 

celulares simples, reduzindo despesas e permitindo a formulação de misturas antigênicas 

personalizadas para aumentar a sensibilidade do teste. Além de seu potencial no 

sorodiagnóstico, os peptídeos podem ser aplicados em imunoensaios para diversas condições, 

incluindo infecções humanas e animais, bem como na prevenção e tratamento de doenças 

infecciosas, autoimunes, alérgicas e neoplásicas, devido à sua capacidade de conter epítopos 

reconhecidos pelas células T e contribuir para processos de recuperação e reparação celular 

(Paiva, 2016; Silva, 2020; Folgosi, 2023; Oliveira, 2024; Silva et al, 2024). 

A produção de proteínas recombinantes para diagnóstico enfrenta desafios como 

baixo rendimento, complexidade na purificação e altos custos. A expressão dessas proteínas 

pode resultar em inclusões insolúveis, dificultando sua recuperação e exigindo estratégias de 

otimização. Além disso, sua utilização pode gerar reações cruzadas, comprometendo a 

especificidade dos testes (Rozendo et al, 2014; Meneses et al, 2015; Lanna et al, 2015). 

A produção de proteínas recombinantes para diagnóstico enfrenta desafios como 

baixo rendimento, complexidade na purificação e altos custos. Além disso, sua utilização pode 

gerar reações cruzadas, comprometendo a especificidade dos testes (Rozendo et al, 2014; 

Meneses et al, 2015; Lanna et al, 2015). Diante dessas limitações, a busca por metodologias 

alternativas tem se intensificado, especialmente no diagnóstico de infecções como a sífilis. Os 

testes tradicionais para sífilis apresentam limitações significativas. Os não treponêmicos 

(VDRL, RPR) possuem alta sensibilidade na fase secundária (99%), mas baixa especificidade, 

resultando em falso-positivos. Já os treponêmicos (FTA-ABS, TPHA) possuem alta 

especificidade (96%-99%), mas não diferenciam infecções ativas de passadas, pois os 

anticorpos treponêmicos persistem mesmo após o tratamento (Brasil, 2016). Além disso, testes 

que detectam apenas IgM específico não são recomendados devido à baixa sensibilidade (50%) 

e à presença desse anticorpo em fases tardias da doença, o que compromete sua utilidade 
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diagnóstica (WHO, 2013; Procop et al, 2017; Peeling et al, 2017; Forrestel et al, 2020; Gaspar 

et al, 2021; Zhang et al, 2022; Silva et al, 2024). 

Nesse contexto, os peptídeos surgem como uma alternativa promissora para o 

sorodiagnóstico da sífilis, permitindo o desenvolvimento de ensaios com maior especificidade 

e menor incidência de falso-positivos ao detectar anticorpos específicos contra epítopos do T. 

pallidum (Silva et al, 2024). A necessidade de novas plataformas diagnósticas reforça a 

relevância dessas estratégias, especialmente para aprimorar a precisão dos testes e sua 

aplicabilidade no monitoramento da infecção. 

Os resultados de Silva et al, 2024 corroboram com os resultados deste presente 

estudo, dos quais são bastantes significativos e promissores para a utilização em 

sorodiagnósticos de sífilis, como por exemplo os nossos peptídeos, principalmente o CETp0171 

e CETp0435 que apresentaram um desempenho de diagnóstico ótimo, AUC = 0,98 e 1,00, 

respectivamente, atingindo uma especificidade de 92,31 e 97,62% e uma sensibilidade de 94,29 

e 100%, respectivamente, diferenciando eficazmente entre amostras positivas e negativas. Estes 

resultados demonstraram que estes peptídeos tiveram o melhor desempenho de todos os 

avaliados. Por outro lado, o peptídeo CETp0574 recebeu uma sensibilidade de 83,33% e uma 

especificidade superior a 90%, o que pode ser considerado uma ferramenta de diagnóstico 

satisfatória. O peptídeo CETp0684 apresentou valores de AUC ≥ 0,84, com sensibilidade ≥ 

80% e especificidade ≥ 70%. O peptídeo CETp0453 exibiu uma sensibilidade superior a 90%, 

também apresentou valores de AUC ≥ 0,84, no entanto, a sua especificidade foi de 

aproximadamente 66%, limitando a sua capacidade de detectar com precisão amostras positivas 

sem potencial de reatividade cruzada. Apesar destas melhorias desenvolvidas, estes peptídeos, 

CETp0574, CETp0684, CETp0453, não foram capazes de diferenciar completamente as 

amostras positivas das negativas.  

Na investigação conduzida por Ke et al. (2024), foi desenvolvido um teste LISA 

para identificar IgG específica para Tp0171, Tp0435 e Tp0574. O estudo também avaliou a 

eficácia do teste no diagnóstico da sífilis e no monitoramento das alterações dos níveis de 

anticorpos após o tratamento em modelos de coelhos infectados com T. pallidum e em doentes 

com sífilis. A plataforma LISA demonstrou um desempenho excecional (AUC > 0,95) no 

diagnóstico da sífilis utilizando os três antígenos específicos do T. pallidum: Tp0171, Tp0435 

e Tp0574. O LISA-Tp0435 e o LISA-Tp0574 apresentaram uma sensibilidade notavelmente 

mais elevada em comparação com o LISA-Tp0171, indicando o seu potencial significativo para 

o diagnóstico da sífilis. Em particular, os peptídeos CETp0171 e CETp0435 se destacaram com 

desempenhos diagnósticos excepcionais, com valores de AUC de 0,98 e 1,00, respectivamente, 
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além de alta sensibilidade (94,29% e 100%) e especificidade (92,31% e 97,62%). Esses 

resultados superaram os obtidos por Ke et al. (2024) para os antígenos Tp0171 e Tp0435, que 

também apresentaram sensibilidade e especificidade elevadas, mas não atingiram o nível de 

desempenho dos peptídeos CETp0171 e CETp0435. A combinação de elevada sensibilidade e 

especificidade desses peptídeos sugere seu grande potencial para aprimorar a precisão do 

diagnóstico da sífilis, destacando-os como alternativas promissoras frente aos testes 

tradicionais. 

Em contraste, o peptídeo CETp0574 apresentou desempenho moderado, com 

sensibilidade de 83,33% e especificidade superior a 90%. Embora considerado uma ferramenta 

diagnóstica satisfatória, seu desempenho não alcançou a excelência dos peptídeos CETp0171 e 

CETp0435. Essa diferença de desempenho está alinhada com os resultados obtidos por Ke et 

al. (2024) para o antígeno Tp0574, que também demonstrou boa sensibilidade e especificidade, 

mas com algumas reações cruzadas. Além disso, os peptídeos CETp0684 e CETp0453 

apresentaram sensibilidade e especificidade superiores a 80% e AUC ≥ 0,84, mas com 

limitações na capacidade de distinguir com precisão amostras positivas das negativas. Essa 

limitação sugere a necessidade de mais otimizações desses peptídeos para melhorar sua 

performance diagnóstica. O desempenho do CETp0453, com sensibilidade superior a 90%, mas 

especificidade de aproximadamente 66%.  

Dentre os antígenos estudados, Tp0435 se destaca pelo alto desempenho 

diagnóstico. Sua sensibilidade variou entre 83,3% e 94,8%, com os maiores valores observados 

na fase secundária da sífilis (94,8%). A especificidade manteve-se elevada (100%) em todas as 

fases clínicas, demonstrando ausência de reatividade cruzada com amostras não infectadas 

(Silva et al, 2020). Corroborado com os achados deste presente estudo, no qual o peptídeo 

CETp0435 especicidade de 100%. Entretanto, nos estudos utilizando a proteína recombiannte, 

apesar de sua robustez diagnóstica, algumas reações cruzadas com doenças como a doença de 

Chagas e hepatites virais foram detectadas, embora em uma fração reduzida das amostras 

testadas (Silva et al, 2020; Silva et al, 2024). Todavia, o o peptídeo CETp0435 apresenta 

sensibilidade e especificidade de 100%, evidenciando a ausância de falsos negativos ou falsos 

positivos, o que pode ser atribuído a utilização de uma região altamente específica (epítopo 

conformacional). Avaliação com pacientes com outros IST, e doenças infecciosas aumentaria 

o potencial da plataforma desenvolvida no presente estudo.  

Ainda, cabe salientar que esta diferença de resultados pode ser atriduída a 

sensibilidade do Tp0435 podendo variar conforme o método de detecção empregado. Zhang et 

al. (2002) relataram 90,9% de sensibilidade para o ELISA baseado nesse antígeno, enquanto 
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Ke et al. (2024) indicaram uma sensibilidade de 96,9% quando utilizado em ensaios LISA. 

Entretanto, a plataforma com peptídeos se mostra mais eficáz, uma vez que utiliza  o mesmo 

método ELISA, com com antígeno sendo peptídeos sintéticos. Outros estudos reportaram 

valores entre 85,3% e 97,1% para ELISA, com especificidade variando de 96,4% a 99%, 

atingindo 100% quando Tp0435 foi combinado com outros antígenos (Sun et al, 2009; Jie et al, 

2010). Esses achados reforçam o potencial do Tp0435 como um marcador confiável para 

imunoensaios no diagnóstico da sífilis, e que antígenos peptídicos tem potencial de melhorar 

os parâmetros de acurácia dos testes sorodignósticos. 

Considerando o impacto significativo de diagnósticos incorretos nos resultados dos 

pacientes e a dependência crítica de intervenções terapêuticas na precisão diagnóstica, esta 

plataforma de diagnóstico foi avaliada por meio de um estudo transversal de acurácia 

diagnóstica. O estudo de acurácia permitiu avaliar a capacidade do teste de índice de classificar 

corretamente os participantes do estudo como portadores de sífilis ou não, e de prever 

corretamente o evento ou condição, ou seja, presença ou ausência de infecção, no futuro 

(Chassé; Fergusson, 2019). Um dos principais desafios no desenvolvimento de ferramentas 

sorológicas é atingir alto desempenho analítico com amostras biológicas complexas, como o 

soro do paciente, que contém inúmeras proteínas que podem interferir no ensaio. Este estudo 

atingiu um Nível de Maturidade Tecnológica (TRL) de 5–6, como plataforma de diagnóstico 

protótipo usando cinco peptídeos derivados de epítopos conformacionais de proteínas altamente 

imunogênicas da T. pallidum foram testados usando um biobanco de 122 amostras de soro 

humano simulando um ambiente relevante (Arnouts et al, 2022). O desenvolvimento contínuo 

desta plataforma pode posicioná-la como uma inovação fundamental nos esforços globais de 

controle da sífilis, promovendo a acessibilidade e a equidade na assistência à saúde, em 

alinhamento com o Objetivo de Desenvolvimento Sustentável 3 (ODS 3), que visa garantir 

vidas saudáveis e promover o bem-estar para todos, em todas as idades (United Nations, 2015). 

Este estudo apresenta algumas limitações. Todos os ELISA de CETp0171 e 

CETp0435 foram realizados com o-fenilenodiamina (OPD) como reagente de detecção, 

enquanto CETp0574, CETp0684 e CETp0453 foram realizados com tetrametilbenzidina 

(TMB) como reagente de detecção. Essa mudança no reagente de detecção de ELISA pode ter 

potencialmente impactando os resultados de desempenho do peptídeo, uma vez que 

principalmente a lipoproteína Tp0574 é relatada como um antígeno chave para o 

sorodiagnóstico de sífilis, mas o peptídeo mimetizante não apresentou resultados tão próximos 

da proteína recombinante (Sun et al, 2009; Zheng et al, 2023). Já é relatado que TMB exibe 

maior sensibilidade do que OPD, produzindo o sinal mais alto. No entanto, apesar de sua ampla 
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aplicação na detecção de enzimas semelhantes à peroxidase, TMB apresenta uma limitação 

crítica: sua falta de especificidade, o que pode complicar o controle de sinais de fundo não 

específicos em amostras negativas (Wang, 2024). Caso contrário, tanto os substratos TMB 

quanto OPD demonstrariam desempenho analítico superior em termos de limite de detecção 

(LOD) e limite de quantificação (LOQ), faixa dinâmica e sensibilidade (Vasquez-Alvarado et 

al, 2023). O tamanho da amostra para os estágios primário (n = 7) e secundário (n = 6) e a 

ausência de pacientes no estágio latente tardio, limitam a generalização dos achados em todos 

os estágios da sífilis. O tamanho limitado da amostra de pacientes co-infectados por HIV pode 

ter influenciado os achados, pois impediu análises específicas para determinar o impacto 

potencial da coinfecção nos resultados diagnósticos da sífilis. Esses fatores devem ser 

abordados em estudos futuros para aumentar a robustez e a aplicabilidade da plataforma-

protótipo de diagnóstico. Além disso, estudos futuros são necessários para investigar a 

coinfecção pelo HIV na plataforma de protótipo de diagnóstico testada no presente estudo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

A bioinformática aplicada à identificação de epítopos conformacionais provou ser 

uma ferramenta útil para orientar o desenvolvimento de antígenos de revestimento para 

sorodiagnóstico de sífilis. Neste estudo, um protótipo de plataforma de diagnóstico de teste 

treponêmico baseado em peptídeos para o diagnóstico da sífilis foi validado por um estudo 

transversal de precisão do diagnóstico. O peptídeo CETp0435 demonstrou um desempenho de 

diagnóstico excepcional, atingindo 100% de sensibilidade e especificidade, AUC=1,0. Os 

peptídeos CETp0171 e CETp0574 também apresentaram uma elevada precisão de diagnóstico. 

Embora o CETp0684 e o CETp0453 tenham apresentado um desempenho moderado, o 

CETp0453 apresentou uma especificidade limitada. O ELISA com base em peptídeos oferece 

a vantagem da deteção semi-quantitativa de anticorpos contra a sífilis utilizando amostras 

humanas, o que pode ser valioso para o rastreio dos títulos de anticorpos contra antígenos 

imunodominantes treponêmicos, bem como para avaliar a eficácia da abordagem terapêutica 

da sífilis. 

Como perspectiva, sugere-se a avaliação destes peptídeos noutros biobancos de 

sífilis para aumentar a robustez em todas as fases da sífilis, bem como avaliar outras IST e 

doenças infecciosas que potencialmente tem reação cruzada com sífilis. Além disso, estes 

peptídeos podem ser adaptados a diagnósticos de imunoensaio rápido, seguindo os critérios 

REASSURED da OMS para testes no local de prestação de cuidados. A identificação de 

infecções latentes tardias, como as fases iniciais, e a epidemiologia podem desempenhar um 

papel importante no teste treponêmico para o diagnóstico da sífilis. 
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APÊNDICE A – PADRÃO DE FRAGMENTAÇÃO DOS PEPTÍDEOS SINTÉTICOS 

Tabela MS1 - Determinação do peso molecular a partir da massa monoisotópica e do padrão de 

fragmentação dos peptídeos sintéticos 

Peptídeo Fórmula molecular Massa isotrópica (g/mol) Ions de 

fragmentação 

(m/z) 

CETp0171 C131H199N41O38 2956.27 985.84 (+3) 

739.63 (+4) 

591.90 (+5) 

493.42 (+6) 

423.08 (+7) 

370.32 (+8) 
 

CETp0435 
 

C80H134N24O26 1848.09 1847.99 (1+) 

924.50 (2+) 

616.67 (3+) 

462.75 (4+) 

370.40 (5+) 

308.83 (6+) 

264.86 (7+) 

CETp0574 C123H196N36O43 2867.12 1433.72 (+2) 

956.15 (+3) 

717.36 (+4) 

574.09 (+5) 

478.57 (+6) 

CETp0684 C77H117N23O28 1812.91 906.92 (+2) 

604.95 (+3) 

453.96 (+4) 

362.37 (+5) 

302.98 (+6) 

259.84 (+7) 

CETp0453 C102H162N30O35S1 2400.65 2400.16 (1+) 

1200.58 (2+) 

800.72 (3+) 

600.79 (4+) 

480.84 (5+) 

400.87 (6+) 

343.74 (7+) 

Fonte: Da autora, 2025. 
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- indivíduos saudáveis, ou não, entre 18 e 80 anos; 

- de ambos os sexos, que tenham sido submetidos a testes diagnóstico para sífilis; 

- que aceitem participar como voluntários do estudo. 
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Continuação do Parecer: 5.473.188 

 

Critério de Exclusão: 

- indivíduos que não foram submetidos a teste diagnóstico prévio para sífilis 

- que também não desejarem participar da pesquisa. 

 
Amostra: 200 participantes. 

Objetivo da Pesquisa: 

Objetivo Primário: 

 
- Desenvolver um diagnóstico sorológico com alta sensibilidade e especificidade, podendo 

oferecer resultados rápidos para a Sífilis, a partir da predição e síntese de moléculas peptídicas 

identificadas através de ferramentas de bioinformática, que irão predizer epítopos de células 

B humanas provenientes de proteínas que forem identificadas e selecionadas da bactéria de 

Treponema pallidum, utilizando-os como antígenos de cobertura 

para sorodiagnóstico tipo ELISA a fim de obter uma alternativa de diagnóstico ainda mais 

preciso e eficaz. Objetivo Secundário: 

1. Comparar a similaridade da estrutura primária de proteínas da Treponema pallidum na Sífilis 

primária com outras proteínas da bactéria de sífilis secundária e terciária, utilizando o algoritmo 

Blast-P (protein-protein BLAST), utilizando o programa Clustal Ômega para o alinhamento das 

sequências escolhidas; 

2. Predizer epítopos específicos de células B das proteínas alvos, por meio de programa 

bioinformática como ABCPred e IEDB. 

3. Avaliar na estrutura 3D e desenhar por bioinformática peptídeos que mimetizem os epítopos 

identificados e que estejam presentes somente em proteína da Sífilis primária, secundária e 

terciária; 

4. Sintetizar os peptídeos desenhados pela técnica Fmoc-sínteses; 

5. Validar os peptídeos como antígenos para sorodiagnóstico por meio do ensaio ELISA 

utilizando-se as amostras de soro dos voluntários deste presente termo. 

6. Validar a performance dos peptídeos por meio de parâmetros de acurácia. 
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Avaliação dos Riscos e Benefícios: 

Riscos: 

 
- moderados uma vez que o procedimento de coleta de sangue por punção venosa pode 

acarretar a formação de hematoma, que é originado pelo extravasamento do sangue para 

o tecido, durante o procedimento ou após. A dor local se caracteriza por ser o sintoma de 

maior desconforto ao paciente. Sendo esta dor, durante e após a punção, considerada de baixa 

intensidade e suportável (ANDRIOLO et al., 2010). 

 
Pode-se evitar esses riscos pressionando o local puncionado por três minutos após a retirada 

da agulha. Solicitar que evitar dobar o braço por alguns minutos. Não massagear o local da 

punção venosa. Durante a primeira hora não fazer esforço físico, carregar bolsa ou outros 

tipos de peso com o braço puncionado. Observar se roupa, relógio ou pulseira estão 

apertando o braço. Caso ainda ocorra algum hematoma, orientamos que seja colocada 

compressa de gelo por 15 a 20, 3 vezes ao dia, nas primeiras 24 horas. Em seguida, se 

necessário, colocar compressas mornas. 

 
Benefícios: 

- desenvolver um teste sorológico mais rápido e mais eficiente que os atuais, melhorando a 

especificidade ao identificar indivíduos infectados com sífilis e de indivíduos com outros tipos 

de infecções; 

- vigilância da propagação da sífilis; 

- importante ferramenta para o efetivo enfrentamento da descoberta de novos casos, podendo 

assim tratar o paciente tão logo que se descubra a doença, evitando a evolução para formas 

mais graves como a neurosífilis. 

 

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 

Preceitos éticos: assegurados pela pesquisadora no tocante ao sigilo e confidencialidade 

dos dados, anonimato dos participantes bem como na garantia de indenização ao 

participante; 

 

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 

O Protocolo de Pesquisa apresentado contém os seguintes documentos: 

- Folha de rosto devidamente assinada; 
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- TCLE em forma de convite constando: objetivos, riscos e benefícios, metodologia e os 

contatos dos pesquisadores e do CEP. Apresenta vocabulário adequado ao nível de 

compreensão do participante de pesquisa; 

- Carta de Anuência da Instituição Co-Participante; 

- Projeto Completo; 

- Cronograma de Execução factível; 
 

Recomendações: 

Não se aplica. 

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 

Informamos que o Comitê de Ética em Pesquisa/CEP-UniRV não observou óbices éticos 

e considera o presente protocolo APROVADO, o mesmo foi considerado em acordo com 

os princípios éticos vigentes. 

 

Considerações Finais a critério do CEP: 

Informamos que o Comitê de Ética em Pesquisa/CEP-UniRV considera o presente protocolo 

APROVADO. Reiteramos a importância deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que 

o(a) pesquisador(a) responsável deverá encaminhar ao CEP-UniRV o Relatório Final baseado 

na conclusão do estudo e na incidência de publicações decorrentes deste, de acordo com o 

disposto na Resolução CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatório é de até 30 dias 

após o encerramento da pesquisa. 

Solicitamos também que o CEP seja informado de todos os fatos relevantes que alterem o 

curso normal da pesquisa por ele aprovados e, especificamente, os efeitos adversos (Resolução 

CNS 466/12). 

 

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 
 

Tipo 
Documento 

Arquivo Postagem Autor Situação 

Informações 
Básicas 

PB_INFORMAÇÕES_BÁSICA
S_DO_P 

02/06/2022  Aceito 

do Projeto ROJETO_1958024.pdf 14:40:20  

TCLE / Termos 
de 

TCLE.pdf 02/06/2022 LARA CÂNDIDA 
DE 

Aceito 

Assentimento /  14:39:42 SOUSA 
MACHADO 

 

Justificativa de     

Ausência TCLE.pdf 02/06/2022 LARA CÂNDIDA 
DE 

Aceito 

  14:39:42 SOUSA 
MACHADO 
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Projeto 
Detalhado / 

BROCHURA.docx 02/06/2022 LARA CÂNDIDA 
DE 

Aceito 

Brochura  14:38:44 SOUSA 
MACHADO 

 

Investigador     

Orçamento ORCAMENTO.docx 02/06/2022 LARA CÂNDIDA 
DE 

Aceito 

  14:38:26 SOUSA 
MACHADO 

 

Declaração de ANUENCIA.pdf 02/06/2022 LARA CÂNDIDA 
DE 

Aceito 

concordância  14:37:20 SOUSA 
MACHADO 

 

Cronograma CRONOGRAMA.docx 02/06/2022 LARA CÂNDIDA 
DE 

Aceito 

  14:37:08 SOUSA 
MACHADO 

 

Folha de Rosto FR.pdf 02/06/2022 LARA CÂNDIDA 
DE 

Aceito 

  14:36:26 SOUSA 
MACHADO 

 

 

Situação do Parecer: 

Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 

Não 

RIO VERDE, 15 de Junho de 2022 
 

 

Assinado por: 

RENATO CANEVARI DUTRA DA SILVA 

(Coordenador(a)) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Endereço: R.Rui Barbosa, N° 03. 
Centro 

Bairro: Centro 

CEP: 75.901-

250 UF: GO 

Telefone
: 

Município: RIO 
VERDE (64)3622-

1446 

Fax: (64)3620-
2201 

E-mail: 
cep@unirv.edu.br 
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