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Introducado/Objetivo: O virus da hepatite Delta (HDV), é altamente patogénico,
com grande capacidade de causar doencas hepaticas como cirrose e cancer,
entretanto, é defectivo, necessitando da presenca do virus da hepatite B (HBV)
para sua replicacdo e expressdo. No mundo, ha cerca de 257 milhGes de
pessoas infectadas com o virus da hepatite B na sua forma crénica. No Brasil,
o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan) relatou 247.890
casos de hepatite B e 4.156 casos de hepatite Delta nos ultimos 20 anos. O
diagnostico do HDV é realizado por meio da deteccéo de anticorpos anti-HDV,
ou pela quantificacdo do RNA viral, acrescentado de informacdes médicas
obtidas para a confirmacéao clinica, porém ha uma limitacdo na disponibilidade
de insumos diagnostico. Assim, este estudo teve como objetivo realizar a
expressao e purificacdo do antigeno delta (HDAQ), para o desenvolvimento de
diferentes formatos de ensaios diagnoésticos, para fins de deteccdo da infeccao
pelo HDV. Materiais E Métodos: As sequéncias génicas do HDAg, genotipos |
e Il recombinadas pET 28 b(+) foram expressas em bactéria Escherichia coli
em cepa BL21 (DE3). Para a etapa de purificacdo, houve lise celular pelo
método de sonicagéo, com variacdes do tempo (10 segundos a 3 minutos e 30
segundos) sendo adaptado de acordo com os protocolos realizados, mantendo
a amplitude em 40%, em seguida, houve purificagdo pelo método de
cromatografia de afinidade utilizando cobalto imobilizado HisGraviTrap™ e
niquel imobilizado HisLink™. O perfil eletroforético do antigeno foi analisado
por SDS-PAGE 15%. Apés analise, as amostras com perfil adequado foram



diafiltradas em Amicon® Ultra - 3kDa (Merck Millipore). Resultados E
Discussdo: A partir dos experimentos realizados até o momento, houve a
analise do perfil eletroforético das fracdes purificadas, com isso foi possivel
observar a presenca de bandas de aproximadamente 26 kDa, correspondente
ao HDAg recombinante. A utilizacdo de uréia 8M e NaCl 1M se mostraram
efetivos para a lise e purificacdo das proteinas heterélogas. A utilizacdo da
uréia no processo permite uma desnaturacdo parcial da proteina, permitindo
exposicao da cauda de histidina e consequentemente viabilizando a purificacao
por cromatografia de afinidade com ion metélico imobilizado. A utilizacdo de
NaCl auxilia na solubilizacdo da proteina, favorecendo também sua purificacao.
Conclusao: Os resultados obtidos demonstram a obtencdo do HDAg em
concentragcdo e grau de pureza satisfatorio. A obtencdo desta proteina
purificada viabiliza a utilizagdo do HDAg recombinante para desenvolvimento
de diferentes formatos de diagnéstico para deteccdo do HDV.
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