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Introdução 

Atualmente, sabe-se que os Vírus da Família Arenaviridae, do gênero 
Mammarenavírus estão divididos entre espécies do Velho e Novo Mundo. 
Distribuídos em cerca de 18 espécies1, os Vírus do Novo Mundo contêm cerca de 
cinco Arenavírus associados como causadores de Febres Hemorrágicas Sul-
Americanas, sendo eles: Junín, Guanarito, Sabiá (SABV), Machupo e Chapare, na 
Argentina, Venezuela, Brasil e Bolívia, respectivamente. A fim de relacionar a 
estrutura e biologia dos vírus, o Lassa vírus (LASV), Arenavírus do Velho Mundo é 
descrito como referência problemática de saúde pública, que apresenta uma 
ameaça endêmica na África Ocidental, com probabilidades de expansão 
continental2. Sabe-se que o LASV é uma base promissora para análises realizadas 
com SABV, devido à grande comparabilidade entre as espécies. A estrutura geral da 
partícula dos arenavírus (Figura 1) é organizada em um envelope lipídico que 
contém um genoma de RNA bissegmentado ambissenso, e sua partícula viral é 
definida entre 50-300 nanômetros3, que codifica quatro proteínas. A glicoproteína 
(GPC), nucleoproteína (NP), polimerase viral (proteína L) e a proteína de matriz viral 
(proteína Z)4. 

 

Figura 1: Organização da estrutura geral de arenavirus. (Fonte: Adaptado de Bezerra, 
2023). 

O Sabiá Vírus (SABV) tem sido relatado na literatura, considerado uma espécie 
ameaçadora causadora de febre hemorrágica brasileira5. Após a infecção por SABV, 
os sintomas não são específicos, e podem variar de dores abdominais, tosse, 
diarreia, febre, cefaléia, mal-estar, vômitos, até sangramento nas gengivas, 
tremores, choque, entre outros1, onde não há tratamento específicos ou 
imunoprofilaxia, somente para os sintomas ocasionados pela infecção.  



Durante o processo de replicação viral, a nucleoproteína, a proteína alvo envolvida 
com o empacotamento do material genético do SABV assumindo diferentes 
conformações de acordo de sua forma livre ou complexada como 
ribonucleoproteína (RNP)6, adicionalmente apresentando uma atividade 
exonuclease responsável por degradar RNA de dupla fita para suprimir a imunidade 
do hospedeiro7. A purificação destas proteínas de SABV e a e sua resolução 
estrutural é fundamental para o entendimento do mecanismo de formação da 
partícula viral e como são intermediadas as interfaces entre nucleoproteína com 
outras proteínas virais juntamente com o material genético do vírus. Proteínas 
recombinantes de arenavírus são amplamente utilizadas como modelos 
estruturais de entendimento para outros vírus como Lassa, LCMV e Junin8–11. A 
nucleoproteína também já é expressa como alvos no desenvolvimento de 
ferramentas de diagnostico12. No entanto, a partir da clonagem, expressão e 
purificação da nucleoproteína recombinante de SABV, tende-se a entender as 
bases estruturais de como a proteína interage com o material genético do vírus e 
quais são os potenciais interfaces de sítios catalíticos para uma abordagem de 
procura de inibidores que possam modular a replicação viral. Desta maneira, a 
finalidade deste projeto se resume na caracterização estrutural da nucloproteína, 
de forma com que seja uma direção para explorar e compreender a biologia viral do 
SABV para um planejamento racional de potenciais terapias e métodos de 
diagnóstico. 

Objetivos: 

- Clonar em sistema heterólogo (Bactéria) a nucleoproteína de SABV.  

- Desenvolver o protocolo de expressão e purificação da nucleoproteína. 

- Cristalização da nucleoproteína utilizando o sistema robotizado e resolução da 
estrutura tridimensional da nucleoproteína por cristalografia de raios X. 

Métodos: 

Expressão e purificação da nucleoproteína 

A sequência do gene que corresponde à construção nucleoproteína de SABV para 
clonagem em bactéria será clonada em um vetor pET28a com uma calda 6xHis e 
sítio de clivagem para trombina. O vetor será transformado em Escherichia coli 
BL21 (DE3). As células irão crescer em meio LB e a expressão ocorrerá em 18°C 
induzida com 0.1 mM de IPTG e as células coletadas são lisadas por sonicação. O 
lisado de células de bactéria será centrifigado e o sobrenadante é aplicado à uma 
cromatografia de afinidade em uma coluna HisTrap FF 5mL com tampão Tris 50 mM 
com 100 mM NaCl, pH 8,0. A fração retida e lavada com o mesmo tampão 
adicionada de 500 mM de imidazol. A proteína é dializada contra o tampão e clivada 
com trombina por 16h para clivagem da calda 6xHis. A amostra é reaplicada na 



coluna de HisTrap e coletada na fração não retida para ser concentrada e coletadas 
em uma coluna de gel filtração Superdex 200 16/600 e concentrada. 

Cristalografia de proteínas 

As proteínas serão cristalizadas através do método da difusão de vapor utilizado de 
uma plataforma robotizada para triagens de condições de cristalização no robô de 
cristalização Mosquito®. Os cristais obtidos serão levados ao Laboratório Nacional 
de Luz Síncrotron SIRIUS, Campinas – SP, para coleta de dados na estação 
experimental MANACA. Um conjunto completo de dados será obtido a partir do uso 
de uma placa de imagem PILATUS. Os dados de difração de raios X serão integrados 
usando o programa XDS e reduzido utilizando a plataforma AUTOPROC da linha de 
luz. O método da substituição molecular será resolvido usando Phaser e o 
refinamento da estrutura será feito usando Phenix. 
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