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PRODUGCAO DE PARTICULAS POLIMERICAS CONJUGADAS COM
ANTIGENOS DO ViRUS SARS-COV-2 E DE OUTRO AGENTES INFECCIOSOS
PARA ENSAIOS IMUNOLOGICOS E IMUNIZAGAO CONTRA COVID-19 E
OUTRAS DOENCAS

Campo da Invencdo

[001]. A invencdo descreve métodos para a obtencdo de
micro e nanoparticulas poliméricas conjugadas com  proteinas
recombinantes e se aplica ao ramo da indUstria farmacéutica e/ou
biotecnoldégica para a producdode vacinas e de kits diagndsticos por

sorologia.

Fundamentos da Invencdo e Estado da Técnica

[002]. No final de dezembro de 2019, vdrias autoridades
chinesas de saude relataram o surgimento de pacientes com
pneumonia de causa desconhecida, mas que epidemiologicamente
estavam ligados a um mercado de frutos do mar em Wuhan (Provincia
de Hubei - China) (Wu et al., 2020). Poucos dias depois, comprovou-se
gue a pneumonia tinha origem viral causada pelo novo coronavirus
SARS-CoV-2 (Lake, 2020). A doenca causada foi denominada de
COVID-19. A disseminacdo do SARS-CoV-2 teve uma escalada rapida,
levando a OMS a declarar a COVID-19 uma pandemia em 11 de marco
de 2020. A pandemia de COVID-19 revelou a necessidade eminente de
meétodos diagndsticos e de vacinacdo para combater a doenca e
eventuais futuros surtos de infeccdo causados por oufros coronavirus (Li
et al., 2020).

[003]. Atualmente, a maioria das vacinas comerciais
emprega patdégenos atenuados para a imunizacdo de humanos.

Embora o emprego de organismos atenuados seja eficaz para a
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imunizacdo, em certas condicdes, especiamente nas de
imunocomprometimento, hd o risco de que o organismo inoculado
ainda cause doenca. Além disso, a atenuacdo requer um restrito
controle de qualidade para comprovar que denfro dos lotes de virus
atenuados ndo hd carga viral excessiva, que pudesse infectar de
maneira patogénica os individuos vacinados. Microrganismos inativados
também sdo amplamente utilizados como imundgenos vacinais. Esta
tecnologia de producdo de vacinas tem como grande desvantagem o
risco de inatfivacdo insuficiente do patdégeno (Brown, 1993).Ademais,
vacinas ndo-replicantes geralmente necessitam da adicdo de
compostos adjuvantes para que se elicite uma resposta imune protetora
(Pollard e Bijker, 2020). Ademais, tecnologias vacinais cldssicas — aquelas
usadas e/ou testadas amplamente na literatura — ndo se mostraram
capazes de induzir protecdo imune contfra iniUmeros patdégenos, como o
HIV, dengue, maldria e mesmo contra doencas respiratérias leves como
o resfriado, induzido por um conjunto de virus que inclui B-coronavirus
humanos (Olszewska et al., 2002; Tannock et al., 2019). Por outro lado, a
producdo de vacinas com subcomponentes do patdgeno (proteinas ou
peptideos), aliada a uma técnica adequada de administragcdo, tem se
mostrado uma alternativa segura e eficaz para imunizacdo contra
doencas infecciosas (Pati et al., 2018).

[004]. Nos Ultimos anos, o uso de nanoparticulas como
veiculos para vacinas recebeu grande atencdo para a enfrega de
antigenos e imunizacdo. Entretanto, nanoparticulas para vacinas
devem atender os seguintes critérios: (i) proteger os antigenos de
degradacdo proteolitica, (i) facilitar a captacdo e o processamento de
antigenos pelas células apresentadoras de antigenos e (i) devem ser
seguras para o uso humano.Vacinas para uso humano tém se

beneficiado pouco do uso de nanotecnologia por ndo atenderem
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apropriadamente aos critérios supracitados, havendo indicios de riscos
a saude provocados por algumas nanoparticulas, ou por ndo
promoverem uma boa imunizacdo (de Vrieze, 2020; Pollard e Bijker,
2020).

[005]. Nesse contexto, o polimero bacteriano denominado
de polihidroxibutirato (PHB) surge como um substrato atrativo para a
fabricacdo de nanoparticulas funcionalizadas, visando a imunizacdo
humana. PHB & um poliéster hidrofébico, insoluvel em dgua e com alta
estabilidade na circulagdo sanguinea e nos tecidos (Vieyra et al., 2018).
Além disso, PHB possui propriedades biodegraddveis e biocompativeis,
jd sendo adotado para a fabricacdo de implantes médicos e como
carreador de medicamentos, inclusive com liberacdo pela Food and
DrugAdministration (FDA) dos EUA, para essas finalidades.

[006]. Do ponto de vista econdmico, o PHB € mais vantajoso
do que outros materiais poliméricos utilizados para a fabricacdo de
nanoparticulas, pois pode ser produzido industrialmente por
fermentacdo microbiana utilizando insumos agroindustriais de baixo
custo e abundantes. Microparticulas de PHB expondo anfigenos
superficialmente j& foram utfilizadas com sucesso para imunizar
camundongos contra hepatite C (Martinez-Donato et al., 2016; Parlane
et al., 2011) e tuberculose (Parlane et al.,, 2012, 2014), demonstrando
respostas imunoldgicas do tfipo Thl que é particularmente relevante
para a defesa persistente frente a patdégenos. Contudo, esses trabalhos
utilizaram sistemas de expressdo recombinante em bactérias produzindo
simultaneamente PHB e os antigenos de interesse; esse modelo dificulta
a froca de antigenos nas particulas, o que é importante caso seja
necessario adaptar a vacina a variantes de microrganismos ou d
agentes infecciosos diferentes. Ademais, a aplicacdo do PHB como

carreador de antfigenos para imunizacdo de mucosas ndo foi ainda
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explorada na literatura. A producdo de defesas diretamente nas
mucosas do hospedeiro € crucial para impedir a infeccdo de doencas
especificas desses sitios, como € o caso de infecgcdes respiratorias
(Holmgren e Czerkinsky, 2005). Outro fator importante é que a
montagem com nanoparticulas e proteinas recombinantes a parte,
como proposta nessa invencdo, aumenta a carga de imunizante pelo
nimero de particulas e ndo hd o careamento de proteinas
contaminantes do organismo de producdo, o que pode provocar

reacoes alérgicas e pirogénicas.

Descricdo da abordagem do problema técnico

[007]. O fator econdbmico frequentemente &€ um ponto
limitante para a producdo de vacinas em larga escala. Nessa invencado,
o alto custo de producdo € contornado por uma abordagem simples
de obtencdo do antigeno e apresentacdo ao sistema imune na
superficie de nanoparticulas de polimeros biocompativeis. O antigeno é
preferencialmente produzido na bactéria Escherichia coli, um sistema
de expressdo de proteina recombinante significativamente mais
econdmico do que o sistema de expressdo de proteinas em células de
mamiferos, utilizadas para a producdo de outras formas vacinais como
em vacinas de virus inativado, emvacinas de vetor recombinante,em
outros exemplos de vacinas de subunidades. As nanoparticulas além de
funcionarem como veiculo e apresentadoras dos anfigenos, nesse
processo sequestram selefivamente os antigenos por meio de um
peptideo de alta interacdo com o polimero. Esse fato facilita
enormemente a producdo do imunizante pois reduz etapas de
purificacdo e garante uma forma estdvel de administracdo e

distribuicdo do imunizante.
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[008]. As nanoparticulas produzidas pela presente invencdo
sdo capazes de ativar a producdo de imunoglobulinas gama (IgG)
contra o dominio RBD da proteina Spike do virus SARS-CoV-2 com duas
doses representando um total de 60 ug.Os titulos de IgG apds as duas
doses atinge niveis entre 104 a 105 superiores aos fitulos obtidos por
outfras vacinas em fase pré-clinica. As nanoparticulas descritas nesta
invencdo sdo capazes de ativar alta producdo de IgG contra RBD da
proteina Spike sem a necessidade de adicdo de adjuvantes ao
imunizante. As nanoparticulas descritas podem ativar a producdo de

IgG e delgA por via subcuténea e intra-nasal.

Descricdo detalhada da Invencdo

[009]. A presente invencdo trata da producdo de particulas
micrométricas ou nanométricas de PHB que ancoram um antigeno de
interesse para a producdo de vacinas ou de reagentes para
imunodiagndsticos.

[010]. A invencdo compreende também a construcdo de
DNA recombinante necessdrio para que o antfigeno de interesse se
ancore as particulas de PHB.

[011]. A invencdo também define os pardmetros para a
producdo de um antigeno do SARS-CoV-2 para ancoragem as
particulas de PHB.

[012]. As nanoparticulas de PHB tém cerca de 100-200 nm
de di@metro. As microparticulas de PHB tém cerca de 10 a 20 um de
di@metro. As particulas tém geralmente formato circular plano. As
particulas tém coloracdo esbranquicada. As suspensdes contendo as
nanopartficulas tornam-se de aspecto leitoso devido a coloracdo das
particulas. Enquanto as nanoparticulas permanecem em suspensdo em

solucdes aquosas na concentracdo de uso por longos periodos (dias a
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semanas), as microparticulas rapidamente precipitam-se em solucoes
aquosas (dentro de segundos).

[013]. Para ancorar o antigeno das nanoparticulas de PHB
utiliza-se o dominio de ligagcdo ao substrato (SBD) da PHA
depolimerasede Alcaligenesfaecalis (Seq. No. 02).0 dominio SBD é
produzido em fusdo com o antigeno de interesse a partir de uma
sequéncia de DNA recombinante.

[014]. Odominio SBD empregado nessa invencdo tem
apenas 55 aminodcidos, enquanto a PHA sintase de Ralstonia eutropha
utilizada em trabalhos prévios tem 589 aminodcidos. Uma proteina de
fusdo do tamanho da PHA sintase pode potencialmente interferir no
dobramento correto do antigeno a ser apresentado na superficie das
particulas, principalmente se o antigeno € menor do que a proteina de
fusdo. No caso dessa invencdo, o dominio RBD da proteina Spike tem
222 aminodcidos, portanto o uso da cauda SBD reduz significativamente
o impacto de dobramento incorreto. Ressalta-se que a proteina RBD
ndo & expressa solUvel em E. coli e que nessa invencdo é apresentado
um protocolo para desnaturacdo e renaturacdo. Uma proteina grande
como a PHA sintase poderia interferir na capacidade da RBD renaturar
ou aumentar significativamente o numero de produtos com
enovelamento incorreto, nas condicoes estabelecidas nessa invencdo.
Além disso, quando a proteina de fusdo Antigeno - PHA sintase é
expressa dentro da propria bactéria que produz o PHB, pelo fato dessa
proteina estar envolvida com a sua sintese ndo € totalmente
descartado que parte da proteina antigeno-PHA sintase possa estar
englobada nas particulas, dificultfando o acesso pelas células do
sistema imune.

[015]. A invencdo difere do estado da técnica pela

construcdo da particula de PHB carregada com antigeno fora de uma
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bactéria recombinante, permitindo o controle da quantidade de
anfigeno imobilizada por lote de particulas e a aplicacdo da técnica
para producdo de imunizantes mistos.

[016]. Formulacdes vacinais com PHB nunca haviam sido
testadas para imunizacdes via mucosas, e por isso o potencial de
protecdo imune contra doencas veiculadas por essas vias nunca foram
exploradas anteriormente.

[017]. No caso da vacina formulada contra COVID-19,0
anfigeno preferencial é constituido pelo dominio RBD (Receptor
bindingdomain) da proteina Spike de SARS-CoV-2 (aminodcidos de 319
a 541, Seq. No. 01).Como uma configuracdo preferencial da forma
experimental da vacina e/ou do anfigeno para uso em
imunodiagndstico, o gene recombinante carrega um cauda de 6
histidinas na porcdo N-terminal e a expressdo é controlada pelo
promotor T7 no plasmideo pET29b(+).Como configuracdo preferencial
da forma da vacina para uso clinico/comercial, a cauda de 6 histidinas
é suprimida. Preferencialmente as sequéncias da regido SBD e do
antigeno RBD tém seus cddons ofimizados para expressdo em
Escherichia coli. O gene utilizado €, portanto, inteiramente sintetizado
para essa finalidade.

[018]. Como maneira preferencial para producdo da
invencdo em pequena escala, a bactéria Escherichia coli BL21 (ADE3)
carregando o plasmideo pET6HISRBD-SBD € cultivada em 80 mL de LB
em frascos Erenmeyer de 250 mL de capacidade a 37°C até a
densidade optica a 600 nm (DOs«no) da cultura bacteriana afingiro valor
de 0,4. A medida de DOy realizada em microplacas de 96 pocos
com 200 pL de cultura. Atingida a DOgoo de 0,4, a cultura € induzida com
IPTG(Isopropil ~ B-D-1-tiogalactopiranosideo,  origem  Sigma-Aldrich
#16758)a 0,5 mM por mais 4 horas. Além da inducdo com IPTG, um
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protocolo alternativo de autoinducdo a 30°C por 24 horas pode ser
empregado. A cultura € dividida em 8 tubos de 10 mL cada e
centrifugada a 5.000 x g, 4°C por 10 min. O sobrenadante é descartado
e o sedimento ressuspenso em 1 mL de Tampdo A (Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
NaCl 150 mM), fransferido para tubos demicrocentrifuga de 1,5 mL e
sonicado 5 vezesem um sonicador de poténcia nominal de 500W na
poténcia de 30%(10 s de sonicacdo 1, 10 s de repouso) em um banho
de gelo. Apds centrifugacdo (12.000 xg, 4°C, 10 min), a fracdo soluvel é
descartada e os corpos de inclusdo (IBs) lavados 3 vezes com 1 mL de
Tampdo B (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, 0,5% Triton X- 100, ureia 1 M). Os IBs
lavados sdo dissolvidos com 1 mL de ureia 8 M d temperatura ambiente
pipetando para cima e para baixo 10 vezes. Um mL de RBD-SBD
desnaturadaé tfransferido para um tubo de didlise de celulose de 5
cmcom poro de exclusdo de 12 kDa e dialisado contra 2 L de Tampdo
C (Tris-HCI 50 mM pH 9,0, NaCl 150 mM) por 24 h a 25°C. A solucdo
dialisada é centrifugada (12.000 xg, 4°C, 10 min) e o sobrenadante
injetado na taxa de fluxo de 1T mL/min em uma colunaHiTrap™Chelating
(GE Helathcare Life Sciences) de 1 mL carregado com NiCloa 100 mM e
equiliborado com Tampao D (50 mMde Tris -HCla pH 92,0, 150 mMde NaCl,
5% (m/v)de glicerol, 20 mM deimidazol). Apds injecdo da RBD-
SBDrenaturada, a coluna € lavada com 12 volumes de tampdo D. A
RBD-SBD éeluida em Tampdo E (50 mMde Tris-HCla pH 9,0, 150 mMde
NaCl, 200 mMde imidazol). O imidazol remanescente &€ removido
dialisando a proteina contra 2 L de Tampdo C por 24 h em temperatura
ambiente.

[019]. As nanoparticulas  de  polihidroxibutirato  sdo
produzidas pelo método de nanoprecipitacdo. Dez mg de PHB
(preferencialmente de origem Sigma Aldrich, cédigo #363502) sdo

dissolvidos em 10 mL de TFE (2,2,2-trifluoroethanol) (origem Sigma Aldrich,
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codigo #T63002) sob agitacdo. A solucdo € dialisada através de uma
membrana de celulose de 12 kDa de exclusdo (origem Sigma Aldrich,
codigo # D9777) contra 2L de dgua destilada por 24 h. Ao final da
didlise, se as particulas serdo liofilizadas, pode-se adicionarTween 80
(origem Sigma Aldrich, cédigo #P1754) para concentracdo final de 1%
(m/v) para prevenir a agregacdo. As nanoparticulas podem ser usadas
diretamente apds didlise ou concentradas por centrifugacdo. Nesse
caso, faz-se um gradiente com 500 pL de glicerol a 20% (m/V) pipetados
no fundo do tubo de microcentrifuga e sobre essa camada pipeta-se
500 yL de dlicerol a 50% (m/V). Duzentos e cinquenta uL de
nanoparticulas dialisadas séo aplicadas na parte superior do gradiente
e o tubo centrifugado a 10.000 x g, 15min, temperatura ambiente. As
nanoparticulas que se depositam na interfase entre glicerol a 0% (m/v)
e a 50% (m/v) sdo removidas por pipetagem e dialisadas novamente
como descrito acima para a remocdo de glicerol residual. Ao adotar o
protocolo descrito, obtém-se nanoparticulas com didmetro médio de
100nm.

[020]. A técnica preferencial para montagem das
nanoparticulas carreando o imunizante € como se segue. Cinquenta ulL
de nanoparticulas de PHB sdo misturadas com 50 yL de RBD-SBD a 0,3
mg/mL. A mistura é incubada a 30°C por 5 minutos e centrifugada a
10.000 x g, 5 min, temperatura ambiente. O sobrenadante € descartado
e o precipitado com as nanoparticulas lavado com 500 uL de tampdo
Tris-HCI 50 mM a pH 8,0. O processo de lavagem das nanoparticulas
carreando o imunizante é repetido 3 vezes.

[021]. A presenca do imunizante na superficie das
nanoparticulas €& verificada por enscio de ELISA (enscio de
imunoabsorcdo enzimdtica). Apds a imobilizacdo da proteina RBD-SBD

nas nanoparticulas de PHB, a mistura € centrifugada (10.000 x g, 2 min,
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temperatura ambiente) e o sobrenadante € removido. Acrescenta-se
300 pL de solucdo de blogueio utilizando BSA 2% (m/v) albumina de soro
bovino (origem Sigma Aldrich, cédigo # A6003) 2% em PBS tampdo
fosfato salino 1x) e as amostras sdo incubadas a 37 °C por 1 hora.
Posteriormente, a mistura é centrifugada (10.000 x g, 2 min, temperatura
ambiente) novamente e o sobrenadante € removido. As nanoparticulas
sdo lavadas com PBS 1x mais 3 vezes. Depois, adiciona-se 200 uL de
antficorpo primdrio anti-Spike-RBD-SARS-CoV-2 de coelho (origem Sino
Biological Inc, coédigo # 40592-162) diluido 1:1000 em solucdo de
blogueio (BSA 2%, m/v). Incuba-se a mistura por 1 hora a temperatura
ambiente. Depois, a amostra é centrifugada (10.000 x g, 2 min,
temperatura  ambiente) e o sobrenadante € removido. As
nanoparticulas sdo lavadas 3 vezes com tampdo PBS 1x e adiciona-se o
antficorpo secunddrio anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase
(origem Bio-Rad, cdédigo # 1706515) diluido 1:3000 em solucdo de
bloqueio (BSA 2%, m/v). A mistura & novamente incubada em
temperatura ambiente por 1 hora. Apds esse intervalo, a mistura é
centfrifugada (10.000 x g, 2 min, temperatura ambiente) e o
sobrenadante € removido. A amostra € lavada mais 3 vezes com
tampdo PBS 1x e, entdo, adiciona-se 100 yL de TMB (3,3',5 ,5'-
Tetrametilbenzidina) (origem Sigma Aldrich, codigo # T4444). Apds 5
minutos, a mistura € novamente centrifugada (10.000 x g, 2 min,
temperatura ambiente) e o sobrenadante € fransferido para uma
microplaca de microtfitulacdo de 96 pocos de fundo chato.
Posteriormente, adiciona-se 100 uL de dacido sulfurico (H2SO4, 1N) para
bloguear a reacdo. Em seguida, a absorbdncia das amostras € lida a

450 nm em leitor de microplaca.

Peticao 870210050061, de 02/06/2021, pag. 13/25



11/15

Exemplo 1: Imunizacdo de camundongos com microparticulas

ou nanoparticulas de PHB carreando RBD-SBD elicita alta producdo de

anticorpos
[022]. A administracdo do imunizante em camundongos é

capaz de induzir a producdo de titulos de anticorpos contra o antigeno
acima de 1:105 ou seja, substancialmente maiores do que de

imunizantes descritos no estado da técnica.

Descricdo das Figuras

[023]. Figura 1. Expressdo da proteina RBD-SBD em E. coli.
[024].Géis de eletroforese SDS-PAGE das fracdes da expressdo com e
sem inducdo de IPTG da proteina RBD-SBD de SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2
em Escherichia coli. Marcadores de massa molecular (MM), fracdo
bruta (B), fracdo insolUvel () e fracdo solUvel.

[025]. Figura 2. Purificacdo da proteina RBD-SBD a partir dos

corpos de inclusdo.
Gel de eletroforese SDS-PAGE das fracdes da purificacdo da proteina
RBD-SBD de SARS-CoV-1 por cromatografia de afinidode em coluna
HiTrap™-Chelating. Marcadores de massa molecular (MM), fracdo ndo
ligada (NL), fracdo de lavagem (L) e fracdes eluidas com tampdo em
gradiente de imidazol (T).

[026]. Figura 3. Imobilizacdo da RBD-SBD na superficie de

nanoparticulas de PHB.
Gel de eletroforese SDS-PAGE das fracdes da imobilizacdo da proteina
RBD-SBD de SARS-CoV-1 em nanoparticulas de PHB. Marcadores de
massa molecular (MM), fracdo ndo ligada (NL), fracdo de lavagem (L1),
fracdo imobilizada nas nanoparticulas de PHB (NPs + RBD) e amostra da
proteina RBD-SBD.
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[027]. Figura 4. Reconhecimento da RBD-SBD imobilizada na
superficie das nanoparticulas por anticorpo anti-RBD.
Esqguema do ensaio de ELISA da proteina RBD-SBD de SARS-CoV-1 e 2
imobilizadas em nanoparticulas de PHB. (A) foto do ensaio de ELISA
realizado em tubos de microcentrifuga, com respectivos confroles e
diluicdes do anticorpo secunddrio. (B) foto da microplaca de
microtitulacdo. (C) tabela com os resultados da leitura da absorbancia
das amostras em 450 nm.

[028]. Figura 5. Producdo de anticorpos usando a presente
invencdo, na presenca ou auséncia de adjuvantes vacinais
Resultados de producdo de anticorpos usando a presente invencdo, na
presenca ou auséncia de adjuvantes vacinais. Observar que o
imundgeno desta invencdo requer duas doses (na versdo de inéculo
parenteral) para a producdo satisfatéria de anticorpos. Observar que a
adicdo de adjuvante “padrdo-ouro” (adjuvante completo de Freund)
NnAo resulta em melhora na resposta vacinal.

[029]. Figura 6. Producdo de anticorpos em camundongos
apods o protocolo de imunizacdo.
Resultados de producdo de anticorpos em camundongos apds o
protocolo de imunizagcdo. (a) Resultado do estado da técnica (Graham
et al., 2020). (b) Resultado obtido com a presente invencdo. Observar a
maior quantidade de anticorpos obtida na presente invencdo do que
no estado da técnica. Observar que o imundgeno objeto desta
invencdo é igualmente eficaz quando a particula de PHB estd nos

formatos de nanoparticula ou microparticula.
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REIVINDICACOES

1. Método para ativar resposta imune em um individuo, ou para imunizé-
lo contra um patdgeno, caracterizado pelo fato de que o método
compreende a administracdo de nanoparticulas do polimero
polihidroxibutirato compreendendo um peptideo de fusdo, no qual o

antigeno estard ancorado.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
de que o individuoestard infectado com o patdégeno ou serd imunizado

contra o patdégeno.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela
ligacdo de um antigeno exdgeno capaz de desencadear a resposta

imune.

4, Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela
igacdo de um antigeno exdgeno recombinante capaz de

desencadear a resposta imune.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
de que a nanoparticula de polihidroxibutirato compreende: i) dois ou
mais antfigenos diferentes; ou ii) dois ou mais dominios de ligacdo
diferentes capazes de se ligar a um antigeno; ou iii) pelo menos um
anfigeno capaz de induzir uma resposta imune e pelo menos um
dominio de ligacdo capaz de se ligar a um antigeno capaz de induzir

uma resposta imune mediada por células.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
de que a nanoparticula de polihidroxibutirato compreende
opolipeptideo de fusdo SBD e i) pelo menos um antigeno de SARS-CoV-
2 ou ii) pelo menos um fragmento proteico derivadode um antigeno de
SARS-CoV-2.
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7. Método, acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de
gue a nanoparticula de polihidroxibutiratocontém o peptideo de fusdo
SBD ligado ao antigeno dominio RBD da proteina Spike de SARS-CoV-2
(RBD-SBD), proteina N ou Nucleocapsideo de SARS-CoV-2 (N-SBD),
proteina E ou Envelope de SARS-CoV-2 (E-SBD), ou em combinacdes dos
antigenosRBD-SBD com N-SBD e RBD-SBD com E-SBD.

8. Método de imunizacdo de um individuo contra a COVID-19,
caracterizado pelo fato de que compreende a administracdo de pelo
menos uma nanoparticula de polihidroxibutirato compreendendo um

ou mais antigenos de SARS-CoV-2 fusionados ao peptideo SBD.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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RESUMO

PRODUGCAO DE PARTICULAS POLIMERICAS CONJUGADAS COM
ANTIGENOS DO ViRUS SARS-COV-2 E DE OUTRO AGENTES INFECCIOSOS
PARA ENSAIOS IMUNOLOGICOS E IMUNIZAGCAO CONTRA COVID-19 E
OUTRAS DOENGAS

A invencdo descrita consiste no processo de obtencdo de
particulas  poliméricas em micro e nanoescala e de antigenos
recombinantes que juntos formam um veiculo imunizante. A invencdo
descreve 0s seguintes detalhes técnicos: (i) obtencdo das
nanoparticulas  do  polimero  polihidroxibutirato, (i)  expressdo,
purificacdo e imobilizacdo do antigeno na superficie das particulas e {iii)
imunizacdo de camundongos e andlise dos titulos vacinais contra o
antfigeno. Embora a invencdo tenha sido desenhada e demonstrada
como imunizante contra SARS-CoV-2, a invencdo tem amplo potencial
de aplicacdo na drea médica pois € adaptdvel para imobilizar

anfigenos de outros agentes infecciosos.
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