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Pedido nacional de Invencdo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invencao e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2018 075672 9

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA
FILHO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica

CPF/CNPJ: 48031918000124
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Endereco: Rua Quirino de Andrade, 215
Cidade: Sao Paulo
Estado: SP
CEP: 01049-010
Pais: Brasil
Telefone: 11 56270217
Fax: 11 56270103

Email: auin@unesp.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 11/12/2018 as
ELETRONICO 10:44, Peticdo 870180161315
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Dados do Pedido

Natureza Patente:

10 - Patente de Invencéao (PI)

Titulo da Inveng&o ou Modelo de FORMULAGAO VACINAL E USO DA MESMA

Utilidade (54):
Resumo:

Figura a publicar:

Dados do Procurador

A presente invencao refere-se a uma formulacao vacinal contendo
uma enolase recombinante de Sporothrix schenckii, a qual &
purificada e associada ao adjuvante hidroxido de aluminio para uso
na terapia profilatica da esporotricose, especialmente contra o fungo
S. brasiliensis, considerado o0 mais patogénico dentro do complexo.
Adicionalmente, a referida formulacéo pode ser usada em
associagao ao tratamento antifingico convencional e potencial uso
em outras micoses sistémicas auxiliando na medicina veterinaria e
humana. Isso devido ao fato da formulacéo induzir altos titulos de
anticorpos antigeno especificos contra a proteina alvo (enolase
recombinante — rSsEno) e um perfil de resposta imune
Th1/Th2/Th17.

1

Procurador:
Nome ou Razéo Social:
Numero OAB:
Numero API:
CPF/CNPJ:
Endereco:
Cidade:
Estado:
CEP:
Telefone:
Fax:

Email:

Renan Padron Almeida

33778301896

Rua Joaquim Antunes 819
Séo Paulo

SP

05415012

1156270570

renan.padron@unesp.br

PETICIONAMENTO gy solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 11/12/2018 as

ELETRONICO
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 5

DEIVYS LEANDRO PORTUONDO FUENTES
23502899827

Cubana

Biologo, biomédico e afins

Avenida Ibitinga, 406, Vila Bela Vista
Araraquara

SP

14800-045

BRASIL

auin.pi@unesp.br

IRACILDA ZEPPONE CARLOS

05403762809

Brasileira

Enfermeiro de nivel superior, nutricionista, farmacéutico e afins
Avenida Benito Barbieri, 769, Vila Harmonia

Araraquara

SP

14802-570

BRASIL

auin.pi@unesp.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 11/12/2018 as
ELETRONICO 10:44, Peticdo 870180161315

Peticao 870180161315, de 11/12/2018, pag. 3/63



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 5

LUCAS SOUZA FERREIRA

01244459186

Brasileira

Enfermeiro de nivel superior, nutricionista, farmacéutico e afins
Avenida Prudente de Moraes, 1506, Centro

Araraquara

SP

14801-170

BRASIL

auin.pi@unesp.br

DAMIANA TELLEZ MARTINEZ
23721037847

Cubana

Engenheiro, arquiteto e afins

Avenida Jorge Haddad, 44, Jd Paulistano
Araraquara

SP

14810-287

BRASIL

auin.pi@unesp.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 11/12/2018 as
ELETRONICO 10:44, Peticdo 870180161315
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados

ALEXANDER BATISTA DUHARTE
23674464829

Cubana

Médico

Avenida Jorge Haddad, 440, Jd Paulistano
Araraquara

SP

14810-287

BRASIL

auin.pi@unesp.br

Tipo Anexo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Comprovante de pagamento de GRU 200

Procuracéo

Documento de Cesséao
Declaracéo Negativa de Acesso

Relatorio Descritivo

Reivindicacao
Desenho

Resumo

Acesso ao Patrimdnio Genético

Nome
GRU 2 29409161811955427.pdf
2 955427.pdf
Proc e Posse 07-2018.pdf
Termo de Cessao.pdf
Declaragcédo Negativa de Acesso.pdf
Relatério Descritivo.pdf
Reivindicacgéo.pdf

Desenhos.pdf

Resumo.pdf

Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengéo
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou néo se aplica.

Declaracéo de veracidade

|Z[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informac¢des acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 11/12/2018 as
ELETRONICO 10:44, Peticdo 870180161315
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[bb.com.br] - Boleto gerado pelo sistema MPAG. 09/11/2018 16:54:55

INSTRUCOES:
A data de vencimento n&o prevalece sobre o prazo legal. O pagamento deve ser efetuado antes do protocolo. Orgdos publicos que utilizam o
sistema SIAFI devem utilizar o nimero da GRU no campo Numero de Referéncia na emissédo do pagamento. Servi¢o: 200-Pedido nacional de

Invencao, Modelo de Utilidade, Certificado de Adi¢éo de Invencgao e entrada na fase nacional do PCT

Cligue aqui e pague este boleto através do Auto Atendimento Pessoa Fisica.
Cliqgue aqui e pague este boleto através do Auto Atendimento Pessoa Juridica.

Recibo do Pagador

g BANCO DO BRASIL | 001-9 | 00190.00009 02940.916188 11955.427171 1 77320000007000

ome do Pagador/CPF/CNPJ/Enderego
NIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO CPF/CNPJ: 48031918000124
RUA QUIRINO DE ANDRADE 215, SAO PAULO -SP CEP:01049010

Sacador/Avalista

Nosso-Nimero Nr. Documento Data de Vencimento alor do Documento (=) Valor Pago
9409161811955427 £29409161811955427 # 08/12/2018 0,00

Nome do Beneficiario/CPF/CNPJ/Enderego

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUST CPF/CNPJ: 42.521.088/0001-37

RUA MAYRINK VEIGA 9 24 ANDAR ED WHITE MARTINS , RIO DE JANEIRO - RJ CEP: 20090910

Agéncia/Codigo do Beneficiario Autenticagdo Mecanica

234-9 /333028-1
Cd

£ BANCODOBRASIL | 001-9 | 00190.00009 02940.916188 11955.427171 1 77320000007000

ocal de Pagamento .
AGAVEL EM QUALQUER BANCO ATE O VENCIMENTO
Nome do Beneficiario/CPF/CNPJ
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUST CPF/CNPJ: 42.521.088/0001-37

ata do Documento Nr. Documento Espécie DOC i Data do Processamento
9/11/2018
Uso do Banco
29409161811955427 ;
Informagdes de Responsabilidade do Beneficiario
A data de venci mento ndo preval ece sobre o prazo |egal.
O paganento deve ser efetuado antes do protocol o.
(Orgédos publicos que utilizamo sistema SIAFI devemutilizar o namero da GRU n
o canpo Nianero de Referéncia na enissdo do paganento.
Servi ¢o: 200- Pedi do naci onal de |nvencdo, Mdelo de Utilidade, Certificado de
Adi ¢do de Invengdo e entrada na fase naci onal do PCT

2 Data de Vencimento
08/12/2018

géncia/Codigo do Beneficiario
2234-9 / 333028-1
Nosso-Numero
29409161811955427

=) Valor do Documento
70,00

-) Desconto/Abatimento

09/11/2018

xValor

=) Valor Cobrado

Nome do Pagador/CPF/CNPJ/Endereco
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO CPF/CNPJ: 48031918000124
RUA QUIRINO DE ANDRADE 215,
SAO PAULO-SP CEP:01049010 Codigo de Baixa

Sacador/Avalista AutenticagBo Mecanica - Ficha de Compensagao

o SREAMAAATRIRICRER TR



https://www2.bancobrasil.com.br/aapf/login.jsp?url=pagamento/867-892.jsp?codT%3D1%26dataPagamento%3D09%2F11%2F2018%26valorDocumento%3D7000%26valor%3D7000%26desconto%3D0%2C00%26juros%3D0%2C00%26campo1%3D00190%26campo2%3D00009%26campo3%3D02940%26campo4%3D916188%26campo5%3D11955%26campo6%3D427171%26campo7%3D1%26campo8%3D77320000007000%26tipoCodigoBarras%3D1
https://aapj.bb.com.br/aapj/liemp.bb?codigoTransacao=867&data=09112018&campo1=00190&campo2=00009&campo3=02940&campo4=916188&campo5=11955&campo6=427171&campo7=1&campo8=77320000007000&valorDocumento=7000&valor=7000&valorDesconto=000&valorJurosMulta=000

22/11/2018

Internet Banking

FUNDACAO PARA O DESENVOLVIMENTO DA UNESP Agéncia: 0239 Conta Corrente: 13-002549-6

Convénio:

Tipo de Pagamento:
Cddigo de Barras:

No. compromisso banco:
Instituicao Financeira
Favorecida:

Nome/Razao Social do
Beneficiario Original:

CPF/CNPJ do Beneficiario
Original:

Nome/Razao Social do Pagador
Original:

CPF/CNPJ do Pagador Original:

Nome/Razao Social do Pagador
Efetivo:

CPF/CNPJ do Pagador Efetivo:
Valor Nominal:

Desc./Abat.:

Data de Vencimento:

Data de Pagamento:

Situacgao:

No. Lista de Débito:

Autenticacao:

DETALHE DO COMPROMISSO
0033-0239-004900019792 Conta de Débito:
BLQ Outros
00190000090294091618811955427171177320000007000

0239-000430023105

No. compromisso

1029098000100002 N
cliente:

955427/DS1 1011

001 - BANCO DO BRASIL S.A.

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUST

42.521.088/0001-37

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE
48.031.918/0001-24
FUNDACAO PARA O DESENVOLVIMENT

57.394.652/0001-75
70,00

0,00

08/12/2018
21/11/2018
Efetivado

Juros: 0,00

No. Protocolo: PGTFORNB21112018900133693

11CBC4E087DAACC8099EE39

Valor a Pagar: 70,00

Central de Atendimento
Santander Empresarial

4004-2125 (Regides Metropolitanas)
0800 726 2125 (Demais Localidades)

SAC 0800 762 7777
Ouvidoria 0800 726 0322

D

Peti@H@s,{/{mmm,aaggﬁyﬁ%ﬁ;%rﬁg@inas/Compromissos/COMPROMISSOS_DETALHE_SEG_VIA.asp?txtEntidade=0033&txtCentroAIta=023... 11


javascript:window.close();
javascript:onPrint()

AVAVAY

unesp’

AVA
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” L

AGENCIA UNESP DE INOVACAO

PROCURAGCAO

Pelo presente instrumento,

a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” -
UNESP, autarquia estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de
30.01.1976, com sede na Rua Quirino de Andrade, 215, Centro, CEP 01.049-
010, Sao Paulo/SP, inscrita no CNPJ/MF sob n° 48.031.918/0001-24,
doravante designada simplesmente UNESP, neste ato, representada por seu
Magnifico Reitor, Prof. Dr. SANDRO ROBERTO VALENTINI, de acordo com o
Art. 34, | de seu Estatuto, ou quem legalmente o substitua,

nomeia e constitui seu procurador, RENAN PADRON ALMEIDA, brasileiro,
portador do RG n° 43.746.608-5, SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n°
337.783.018/96,

outorgando-lhe poderes para representa-la perante o Instituto Nacional da
Propriedade Intelectual — INPI e outras instituicdes competentes, para o fim de

requerer e processar direitos de propriedade intelectual, tais como patentes de

Agéncia UNESP de Inovagao
Rua Quirino de Andrade, 215 — 9% andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br

Petic&o 870180161315, de 11/12/2018, péag. 8/63
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AVAVAY

unesp ™ AN
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO" A

AGENCIA UNESP DE INOVACAQ

invengé@o, de modelos de utilidade, desenhos industriais, registros de marcas
de produto, de servico, coletivas ou de certificagdo, de indicagées geograficas,
cultivares, direitos de autor, de programas de computador e manté-los em vigor
com amplos e ilimitados poderes para assinar peticoes, autorizagbes para
copias, termos de cessao de direitos, termos de gestao e compartilhamento de
propriedade intelectual, documentos diversos relacionados ao processo
administrativo de protecao de direitos de propriedade intelectual, incluindo, mas
nao se limitando, aos documentos ja utilizados pelo INPI, bem como aqueles
que vierem a ser adotados e utilizados para instrucao processual de patentes,
modelos de utilidades, marcas, desenhos industriais e programas de
computador, pagar taxas, retribuicdes, impostos, fazer prova de uso das
invencoes patenteadas ou das marcas registradas, efetuar pagamentos e
receber restituicdes, dando as respectivas quitacoées, apresentar oposicoes,
recursos, réplicas, desistir, renunciar, anotar, averbar contratos de licenga e
transferéncias de tecnologia, elaborar notificacdes extrajudiciais, requerer
prorrogacao dos prazos de protegdo, fazer declaragdes, opor, protestar,
impugnar, recorrer, pedir reconsideracdo, manifestar-se sobre oposicdes e
recursos, obter vista de processos, cumprir exigéncias, apresentar defesas
escritas ou orais, desistir, replicar, transigir, receber, juntar e retirar
documentos, requerer caducidade e contestar pedido de caducidade, requerer
e contestar nulidade administrativa e licenga compulsoéria, preencher qualquer
tipo de formalidade, requerer anotacao e averbacao de cessao, alteragdes de
nome e sede, proceder a publicacao de editais de chamamento para instruir,
elaborar, firmar e acompanhar contratos de transferéncia de tecnologia e/ou de

licenciamento com exclusividade ou nao, e praticar para o fim mencionado

Agéncia UNESP de Inovagao
Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br

Petic&o 870180161315, de 11/12/2018, pag. 9/63
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unesp® AN

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO"

\Y
\
AGENCIA UNESP DE INOVAGAO

todos os atos necessarios perante as autoridades administrativas competentes
no Brasil em beneficio da Outorgante.

Sao Paulo, 16 de julho de 2018.

UNESP
pl Prof. Dr. Sandro Roberto Valentini
Reitor

SERGIO ROBERTO NOBRE
/ICE-REITOR NO EXERCICIO DA REITORIL

- patartorio.com.br =
Reconheco a1 -firma cofy e J icp<gor semelhanca de ST
nonm@lnm:. do qle doti Té Coie g nane st

Em tes® da verdade.

Sio Paulo/Capital, ulho d B
‘\:‘dido snme'ﬂte com selo de antent

feobido RS 9,2%
ospagos por verba®

Agéncia UNESP de Inovagao

Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br

Peticéo 870180161315, de 11/12/2018, pég. 10/63
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— DECRETO(S)

terga-feira, 29 de novembro de 2016

Diario Oficial Poder Executivo - Segio |

Sao Paulg, 126 (222)-3

futigo 17« E doclarada de utilidade pblico & Assoclagio
Maestna Cussidho Possidanio Masting, com sede em Apial,

Astige I® - £xta lei entra em vigar na data de sua publicagio

Paldcio dos Bandeirantes. 28 de novermbro de 2016

GERALDO ALCKMIN

Marca Fernango Elfas Rosa

Secretdrio da Justigs e da Dedesa da Cidadania

Samue Moreira o Silva Junior

Secretirio-Chele da Casa Conl

Publicada na Assessoria Térmica da Casa Civil, a0s 28 de
novembio de 2016,

e
Atos do Governador

|t acitamertio fica amkm

DECRETOS DE 28-11-2016

Dispensando, 2 pedido ¢ a partic de 25:11:2006, Joda
Batista Marses de Andrace, RG 3.704 467.9. da fungdo de
IDiretor Fresidente da Furdagio Memorial da América Lafina

Designando, Inneu Ferray Canalha, RS 69511155, Chefe
de Gobinete, da Fundagio Memarial da Amévica Lating, pars
sesponider pelo expecientt da Presidincia da Fundagao,

Nomeando, com fundamento no § 1* do art, 7° da Lei 952
76, ¢ nos bermos do art. 30 do Estatuto da Universidade Estacual
Paulista " Wilio de Mesguita Filko™ - Linesp, aprovads peln Dec
1072080, o alteragBes:

Sandro Roberto Valentin par exercer a fungio de Reitor da
aluciiis Linsversidad, com mandan de 4 anes, & parr de 16-1-4017;

Seérgic Roberta Nebre para sxercer a fungio de Vice-Reitor
da sludda Universicade, com mandato de 4 anos, a partir de
16-1-2017

DESPACHOS DO GOVERNADOR

DESPACHOS DO GOVERNADOR, DE 28-11-
2016

No prigessa $E +542-2016 (5G-118.809-16), sobee rexsarc:
mento de débio: © dos elementos de nstrugho constantes
dos autos, em eipecial ca da Secretirio da Edu-
cagho e da Cota 2552016, da Assessoria lusidca do Gabinete
de Precurador Geval do Estade, autorizo que o ressardmento do
débétn do Murseipic de hipolis pars com o Estads, decomente
0a nde aprovagaa de contas des aditamemos feites so Convinio
celebrado gm 2-7-2011, exercicios 2012, 2013 & 2015, tafase
om 4 parcelas mensais e consecutivay, obiervadas as nofmas
mrmmmmmmimckesrmm
assinaladas o pronunciamenta da -cmnsultive,

N process SE-1086-7016 (36118 810-16), sobeo ressarc-
et de détite " Diatte dos elementos do nstrugla constantes
dos putes, em especial da repressmtacio do Secietivic de Fsiado
da Educagdo ¢ da Cata 253-2016, da Assessoria Juridica do Gabi-
rte: do Procurados Geral do Estado, auserizn que o ressarcimentn
do débirg do Munidpio de Gargs pars com o Estade, decorrenie
s nda aprovagha de contas referente 30 exercicio de 2015 do
adnamento do Convénio celebeado em 5-7-2001, faga-se em 24
parcelas mensas ¢ conuecutivas, observadas & nomas legais ¢ |
h-g:.hnevmmmﬂmlﬂpkknxlummanmda

aimenta da o jush

ND processo GHMar16.075-16 (3G-107.997-18), s con-
tratagsa de guarda-vicas: A wsta dos elementos de instruglo do
processe, com Funclamenta ne inc. | do art, 1° da LC 1.093-2008,
egulamentada pedo Dec, 54.682-2009, bem como fas manifes.
taghes 2 Secritarias de Planejamento ¢ Gestdo o da Fazenda, |
autarge, comprovada & r de
inferesse o a Policia Miltar doEilhth-h Paul a
adatar 3 providéneias necessdnias pars 3 realoaghs de processs
seletro simgilificado, visanda & comratacho de 600 Guarda-Vidas,
por tempo deteminade & pelo prazo misimo de 5 mesed, cor

B0 periach de & mamn 2017, tenda
whnunmdmmwﬂmwm i contratagho
anterion (now2015 a marl2016), de medo que nbo haja expansio
das despesas a serem coberias pefo erdrio, obedecidos ot demans
preceitas kgais e regulamentares atinemles i eipboe

Casa Civil
GABINETE DO SEC_BETﬁRIO

Despacho do Secretirle, de 23-11-2016

Mo processo 0O 346E0- 2016, em que & witefissada Caia Chil,
sober pagamentn por ndenizacha i Einpresy Armazém Turiumo e
Eventos-ME, devido a fomeimento de sefeiches o constantes
&M contrn mcialmente celetrade: *A vists dos slementos ue
mrsruem of autos, notadamenie o contido ne Relsddo Fral
apresentato pela Comissho de Apuragls Prelimin &5 fs 1160328,
complementada. ds fls 3340335 no qual venifico que nda houve
mia-b por paiti dos envakidos. bem como inocorminels de even-
fwal liegalciade: o Farecer de Comsultana Juridea da Secietains
de Governg 478-2016, 45 Fs 338343, que se mandeitoy pela
Vigbilidade do Pagamenin, uma ver Rocan % requisitos |
irakicados nos incs | a IV do an. 1° do Dec. 40.177-95; bam como
o despacho da Chefia de Gabinete. &s fis. 344346, no qual com |
fulcra o art. 265, pardgraio 3, da Lel 10761468, com reclagio dada
pefa LC 942-2000, propio o artuivamenta da Apuragio Preliminay
Eehde em veta vez e nio ficou it

avenca ofs sditsda, fieando restabelscide, asim, o ndmero de
lurmas prevsto no instrumenta anginario do auste.

Parigrat Primeirg — & vista do contida no “caput” desta
chnsula fica retificada a cdusula primeita do aludido 1* terma
e aditamenta para constar que serd transferde 50 CONVENEN-
TE no totad, a quantia de S 7.320.00,

Farigrafo Segundo - Os recursos

lI-Mm 2
P

i e

al proceder & rotalidade dos itens definidos pava o nivel

tmmnﬁnimmumfmw
mr-ﬂmmmmﬂm

atencho.

3} Coodenaclorias Municipais de Defess Civil [COMDEC)
a) proceder 3 1otalidade dos itens definides para o nivel de
Atencho e adotar as medidas previstas nos respectives planis de

hpﬂhwnmwl ad
hmtugnrm mmm

financelros
fes, sob a respansabliidode do FUSSESP serdo an
CONVENENTE de acordo com o Plano de Trabalho gue integra o
presante termo de sditamento, plano sze wntado s fs, 220 &
228 dos autos do Pracesso FUSSESP 17236/2014,
Chivmul A pe

1* terma

retficada para constar gue o valor come
o ch comvdei & the RS 56.992,63, dos quais RY 2828263 a cango do.
FUSSESP w B 28.710,00 & cargo co CONVENENTE

Cliusula Terceira: A carga hordria inerente a0 Curso de
Aggistente de Cobelsirein, minlstrado no Smbite do Projeta
“Escola de Beleza” fica reduzida & partir da 3* furma, #m con-
Toemidade com o plano de trabalho a gue s refere 0 § 2° da
cliugul primeira deste termo.

Clausula Quaria: A cliusula senta do convbnia original,
ahterad pelo 1% terma de aditamento. satve nova medificagio e
passa & vigorar cam a seguinte redacio

“Cliusula Sexta: O prarn de vighncla do presente comvénio
& de A1 messs, conthdes da data de assinatura do presente
Instrumento.”

Datn de sssnatea 28-11-2016.

CASA MILITAR

Resolucho CMIL 17-610 - Code, de 28-11-2016

Edita o Pano Freventio Del:eﬁuﬁw‘m
do costesn, umdact

Magarmenitos. caLtacs P it mefeaniigr.

cos-Oceanagralicnl exiremar come reluacas do

mar ¢ marks alias

Comideranda as atribui legais eonsubstanciadas nias
Pecretos Estacuais n” 40,151, de 16-06-95 e n* 48526, de
{4-03-04, deste Secretirio Chete da Casa Militar & Coomenador
Estadual de Defesa Croil,

Considerandn que a Coordenadoria Estadual de Defesa
Civd [CEDEC) desenvobve, de acordo com as peculiaridades de
cada regide, planos preventivos e de contingiinga visando &
minimizacho de desastres;

Consdenands o
magnitude de evenias

como s ressacas do mar e a4 manks atas andmalas na costa o |

Estado de 540 Pauie, em especial desde o final da década de 1990;
Considerando que 53% das praies do Estado de $6 Paulo
i ENCOMIEAM em risco ao e muits sho de erosho costeira;
Considerands o4 afoltos desses pevigas costewns, Traduzidos
em elevados prejuizos socioecondmicns & dverios tipos de
Tanstarncs & populacia, ao patrimdnia pdbiico & privada, 08
SBVIGOS @ 30 Mk ambients,
Consideranda a necessidace dp articulaghe do Sistema

Estaifual de Defesa Civil, para que, em conjunio com os muni- |

cipics Iocalizados nessas dreas. possam enfrentar as siuagtes
adversas em razho desses eventos meteamologioo-nesanagr
i, extremas, resolve:

Artign 1* - Editar & Mlano Preventiv de Delesa Chil (PPOC)
Para erosde costeinn, inundagbes mﬂﬂm L] mhurmralaga

0 aumento do nimeen. da requines & da |
meteornicgk extremoy, |

]

Mumaﬁmmuma
osta ocednica e estuarinalagunat causada pels ocoednia de
marés aitas anGmalas ¢ ressatas.

V- Enchentes associadas o manks aitas andmalas & iessacas

Submersio temporkiia de dreas marginais & cursos de
jguadnnwmwuu costeira, asociada ao

o cansi Movielikovial devido & oo
rk,_ imtensa ¢ & Incap: de
hnmauuhmuwnawdlmm“q
:mmmmmmﬂmu dQua na costaimars

\|'| ﬁhgmnmm a marés altas ardmalas p
ressacas

mmemmmm‘unﬁm
urtianas devide & de

i
TiruLD v

Amgn?' uManlhmumwrl -48 o condipfies de
sua implantacio permite &s Coondenadarian
Munkhuduhknm[coﬂbiﬂamdlqﬂﬁw
vantivas que visam minimizar au ath eliminar a5 consequéncias
advinclas da acomincia de eventos.
ANEXD 1|

Mldﬁnﬂml‘lmﬂtmﬂhﬁ.ﬁm
osteira, Inundagdes cosbeiras e o
vty metearologicos-oceanogrifices urr:mtlunmdn
mar & marés altas), deverio ser convideradas as sequintes
qﬁnthmammumwmurmmme

mwmmmm*ww
intensa, maré alia andmala ¢ ressaca (por
estutias urbarus em hlsmuuhmﬂlsﬁ(lhl

Wi - Verito Presista do Quadrante Sul

Wil - Alturs  Direido de Ondas Sigaifecativas

A altura de uma oreda marinha ¢ definida coma a dderenga
de: el eNTUNE 3 SLA RISt @ O Seu Cavada. Como as atturas das
mmwmnwlnmﬁnﬁmhmu

T Mapear ¢ monitorar &4 areas sugeitas 505 perigos costel-
105 citades nesta mesolugia:

2. Divulgar os alarta o boleting da CEDEC para a populagio
municipal:

S mwwmwmuwmwm
interesse, susceliveis Ao evertos desss

4 wbluasewmkumos p\‘nbkmmhnpﬂn
epans &

smmlmuﬁoﬁwmdmhm

5« Defnir almws provisérios para a populaght afetada,

& uiilizada a ahtura signifi das ondas, que c
mmwmhm:uummhdmmgmdu
dwllrrrmmpmhdndamm

Lo i

Artigo 4* - O Plano Preventivo tem coma buasé fundamertal
mlamﬂnm::;
Previsha de condighes meteoraldgicas associadas 4 eleva
;hdumdummimw
mmequIMme
wlvagha do mar € maré
ium;wm;mma
Par Gnécn: Para oosteinas amm
g m
themmommmw
1. Prwwisd i i eleva-
mdemdauhham
1. Bevagio do nive! do mar prevssta (altura da andas,
elevagio do mar ¢ mand astronbmica),
3 Mmdlﬂxnlml!dlqbnmwnembmrmlm
meritos casados por mands alas e ressacas
carfrng n

Da Extruturs

Artign 5% - O Plano Preventivo para o5 perigos costeisos
ullmmunhwu mndnsm!lbkjrdm
indicanda, proge

mentas causadios por eventos ldgic:
extremes [ressacas do- mar & marés altas), que passa @ mu
non Refmas desta resoligho e sews aneeos,

Paragrato (nico « O PPDC a que se refere o *caput™ deste
amiga, abtange os quatio setoles costeinas do Estadeo de SAn
Paula, a Coomdenadorias Estaduais e Defesa Civil
de Regitio (REDECA-1), Baiada Santsta (REDECH-2) & SBo José
o Campas o Litorasl Morte (REDECH-3),

Artigo 2* - O Flang Preventivo de Defesa Cril (PPOC)

mrmlﬁ im.lablr
| - Dtiservacia: Verto previsto: do quadrante sul (35W a 55E)
an wmmawwm sl (S5W a SSE) cam sfura sig-

de ruas ¢ avenidas sujeitas a
Imm mwﬂemumlwm
8 lmﬂaummdmenm:mumghsum
[plem 0 sistema de contingdnia munici
5. Soliciar o apoie suplementar da CEDEC.

Planejamento e Gestio

GABINETE DO SECRETARIO

Extrato do 3° Terma Aditive

PROCESSD SPOA 2274/2012

CONTRATD 032/2012 - G§

LOCATARIO: SECRETARL DE m:;:wum E GESTAD

LOCADGR: YUNES — PARTICIPA ADMINISTRACAD &
NEGOCIOS LTDA

CNPJ: 03, 479 200001 94,

CLAUSULA PRIMEIRA ~ D PRORROGACAD

0 prazo de vigéncla do contratn fica prarogado por mais 01
(um) mis, e 13-11-2016 2 12-12- 2016,

CLAUSULA SEGUNDA — DO VALOR E RECURSOS QRGA-
MENTARIOS

0 valor total estmado do presente contrato passa a
ot de RS 420.384 80 para o perlodo de 01 {um) més, para
o presente gwercicio; onetando @ dlassifacio oramentinia
114,122 7909.5515,0000, Natursza de Despesa 13903991,

Unidade de Despesa 29.01.00
CLAUSULA TERCEIRA - LA RATIFICACAD

mew:umm*mﬂuumaMM
mnmmaznu.nmwmnm

para eronho costewa, inundagdes costeiras ¢
Mlagamentos causados por evenios metenroidgicos-ocea-
nogrificas extremas (ressacas do mar & marés altas) tem a
seguInie composicio:

| - i Central: & Casa Militar, fepresentada pefa Coordy-
nadoria Estadual de Defesa Ciil (CEDEC),

I - Grgias : 14 Cooedenadonias Aegionais de Dede-
sa Civil de Registra (REDEC/- 1), Bainada Santata (REDECA-2) &
5d0 José dos Campos e Litoral None [REDECA-3);

11¥ - Orgdos. Setarials: 3 Marinha do Srasil: o batitute Nacio-
nal de Mrteorologia (INMET), o Institute Dceanografico (10) da
Untuersidade de S50 Palo, o Instituta Geokbgico [3G), Cantro: de
Provieho de Tempo & Estides Clmaticos (CPTEC), o Instituta de
Pesquisas Tecnoligicas (PT), o Depanaments de Cincia do
Mar i Universidade Federal de S50 Paulo, o Centno de Ectudo ¢
Pesquisas sabre Desastres (CEPEDASSP), o Corpo de Bambeiros
 a Policia Ambsental do E;Inr.hde Sho th.

W - gios pa
no Plano de £ " pedas
denaclorizs Municipas de Defusa Civil (COMDECs)

V- Entidacles privadas com reconhexida atuagio na drea,

Artigo 3 - Caberd 4s Cosdenatorias Minitpas de Defesa
Civil emvobadias reste Plann, apoladas
dorins Regronais de Detesa Cvil, a edicho de plancs preventvos e
de contngingia especificos para cada municipi, em

Cocr:

pelas mecpectivas, Cooidena. |

prevista entre 1.6 4 2,0 metrog;

- uunvmprmmmmm:sswusﬂ
acima de 80 kmvh, ondas de quadrante sl (S5W & SSE} cam
altura significativa scima de 3,0 metros ou slevigio de mare
{astrondmica mais meteoroligics) prevista scima de 2,0 metroa,
§ 1" Para cada nivel estio

tgar o demais cliusulas ¢ condigles con-
Iratusis n5o slieragas peio pesente mstrumentc & que nio s
nevelem corm o mesmo confitantes. E por pstarem adsim, justas &
acertacas. fimain 4 partes o presente insiruenendo na presenca
de tuias tetomunhas, que tambsm o assinam pars 1odos as fins
 tleios de direito,
ASSINATURA; 13-11-2076

UNIDADE CENTRAL DE RECURSOS
HUMANODS

aperacio-

Nais, Gue visam § minimizagio das conssguingias deses sventas.

capiruLo i
Dnu

Operacionsis

mmummmems' :hasmm
|- Nivel de Dbsarvacio

1] Coordenadoria Estacual de Delesa Civil (CEDEC)

) monitorar s critérios de vento ¢ ondas do quadrante sul
= elevagho da mand,

b acompanhar, atravibs das REDECs as Coordensdoria
Municipas de Detesa Civil (COMDEC) na operagio dos Planos
de Contingdncia;

) convadar, guando récessario, 0s drgdas ervalvidos para
mluqhmmmdﬂm

di emitir |
REDECS # COMDECS

1] Coordenadoria Regioral do Defesa Cavil (HEDEC |

al nnﬁf mnmﬁn da CEDEC, para reuniba dos

s

ko klicos 3¢

CONTI L (AESSLPOSIS [FESENGEs nos aneod dinta resalugio.
Artigo 4% - O peiodo de viginca desse plana ser ininter-
rupte, devenda suas agfies serem deflagrades canforme avisos
Boketin amitidos pelos ghos setorian
ANEXD |

Neemas ¢ procedimentos do Plana Preventvo de Defesa
Tl (PPOC) para wroso costeira, nundagles casteitas o
encheniecialagamentos causados por evanios metearolbgioos-

v, &, oom fundamento na princpio geeal do direito gue prescrsye
0 ENTIQUECITIENLG SEM CAusa, UtoriEo o pagaments b empresa
Armazém Toriym @ Eventos - Lida - ME, & tiuo indenzatdng, da
Impartincia de R 13.500,00. decorente da prestacho de senviges
e famecimenta de 300 sem cobenuea cantranual, no dia
129 de mwdamanqmﬂn:rlmmdmmnmww

i Corenbncia B
m«wﬂﬁmdmmm!mmmwnom ™
V. ainea ), do Dec 53.334-2008

Governo

Extremas [ressacas do mar e marés alas)
HEULO |

Dhsponiches Prefiminares
Artige 17 - O Plano Preventivo de Delfess Chil (PPDC) para
O Coabeing, dagfies costeiras e ench

bl acompan Municipais de Defesa
(iNKOMMﬂMnm]ohM*C -
4] s previshes, avisos @ slertas emitidos pela
CEDEC,

3) Coordenadarias Municipais de Defesa Crll (COMDECs),
cro;{]mnmﬂmahmcmﬂu emitidos. pela
bj elaborar ¢ desenvoiver o Plane de Contingéncla Munici-
Pl para os pergos costeirns associadis & ewenics mebeoridgl-
cos-ocranogrificos extremos.

1l - Niwel dhe Aterg,

1) Coordenadora Estadual de Defesa Civil (CEDECH

4} proceder a totalidade dos itens defini

causaios. por evenios meteoriogicas-oreancgratices ‘estres
(ressacas do mar o manks aftas], tem coma abjetivo principal aper-
feicoar as agBes das Coordenadoriay Regionals & Muricipss de
Defesa Chul na minimizagho dos efeitos desses evenios no dmbitg
dion quabm etores costeros. do Estads de 6o Paulo.

Artiga 7 - 0 Plano e baseia na adoglo de medidas para
conhecimento antecipado das aconineas de evenos extrescs
especificados n artigo anterio. nas aces dos Arglos de defesa
civil & mas edighes de Planas de Contingénoa para as municiios

| supstens 2 eases eventos,

FUNDO SOCIAL DE SOLIDARIEDADE DG
ESTADO DE SAD PAULD

CHEFIA DE GABINETE

Extrato de 3* Termo de Aditamento so Convinio

Canwénia FUSSESP  2VR/2014 Processo  FUSSESP
EEPE L0 T

Parecer € 198/2006

Partiopes. Fundo Social de Soldanedare do Estada de Sho
Paulo @ @ Municipa de Buritama, pot meio de seu Fundo Social |
de Sulidanedade. |

Clitrsula Prmeirs: © 1 samo de adioments a0 comvénio |
supracitadn, celebrado em 23-12-2014 ¢ o Plano de Trabalho que |
o integra, juntackrs, esoectivamente, s fis 85 88 ¢ 730 75 dos |
sutos do Processo FUSSESP 372362014, ficam retificadas par |
cOnStal QUi 6FA0 Cepattadal B e nda 8 funmas por meio da |

| leiclones

Artigo 3° - Pasa eleitn desta resolugha, sequem as seguintes
conuderagies o condeitos
| - Eventes MAetecrolégicos-Oceanogedficon Extremas:

- | Mawis Metanroldgicas Positivas ¢ Ressacas do Mar

Euenites msotiadis 3 infholincia de faimrey

iy para o el
b} comvocar reumic dos drglos emvelwdos, quanda da
mudanca da mivel. s for o casa
€} registrar as informacdes acerca das vistonas de camps
pels Coordenadonas Municipars de Defesa Ciwil
{COMDECS],
d) comunicar o evento ao REDEC, COMDEC & trgdes de
3poio, por med de SMS @ boletim metearaldgicn;
o} comunicar so REDEC ¢ COMDEC. por mein de SMS &
mudanga de aivel do Plana
1) Coordenadoria Regionsl de Defesa Civil [REDECH
) proceder @ totalidade dos itens definidoy para o rivel
de .
b} informar & CEDEC as wistarias de campa realizadas pelas
COMDEC,

Trenites Hiexs), qraficos (sobnedeve-
i da nivel do mar e andas energéticas), astrandmicos. (mares
the svigia e de equindcic ¢ sazona (efeitn estedico devido
a0 agquecimento do oceano durante o verde). Quanta maior o
numero de fatones acorrendo em conpugatio. malores serdo o
impactos, os elefios denosos & o4 prejulzos na 2ona costeira,
& principais penigos geradol por eised evenios na costa sho;
0530 coslerrs, inundacia costeira, enchentes & Alsgamentos.

H - Marés altas anbmates

Trata-se dé um para se teferir
do nivel midio do mar devida b ocotncia de uma maré mete-
ologica positva, am espacal se onjugads & ama mand de
sizigia, Podem ocormer sem a ptusido de forte agitagho maritema,
POrANTo sem associagio oo Ums fessacs

Petic8o 870180161315, de 11/12/2018, pég. 12/63

3 € e Defesa Chell ICOMDEC)

2] pinceder a tatilidade dos rens definidos para o nivel
de abweivagio;

L enwiar aerties pora A populagao e velculos de comumicagio;

£} acatar a5 medidas previsias mos reipectivs plancs de

tngéncia municipal,
1 - Nivel de Alerta
1) Coordenadornia Estadual de Defesa Civil (CEDEC)
a) procader & totalidade dos itens definides para o nivel
e atengio:
hfunahlh'mnmhmtmsmmm
res s COMDEC,
«f comanicar a0 REDEC, COMDEC ¢ drglicy de apain, por
meies de SMS & mudanga de nivel do Plana.
3} Coordenadaria Regeonal de Delesa Coal (REDEC)

conl

Instrucha Conjunta UerhiSpprev 04, de 25-11-2016
A Uinidade Central de fevurios Humanes - Uthtd.nm
i # Getia o a Sdo Pl
mrmmﬂuealmtwﬂemm &10-!!1!!1
e imstineu o Adicional de Local de Ecercicio parn os servidones
do Quacko do Magistério — OM, com alteraches pastenanes, ¢

| Lei Complermentar B87, de 7 de outubro de 1992 que nstitei o
| Adicaonal de local de Expreicia para = Servidores do Quadna de

Apom Escolar ~ QAE. @ alteragiivs. posteriores. as cuais abrangem
senvidares instives, expedem 3 presente instrugho conjunta

1 - ADICIONAL DE LOCAL DE EXERCICIO ~ QUADRD: DO
MAGISTERI - INATIV) - Para fins de demonstragsa dos valores
percebados peles servidores  titulo de Adicional de Local de
Emercitio fica estabelecido o formulirio INFORMATIVG, conigr-
e Anesn imegrante dessa

1.1 - Do formuldog INFORMATIVG - ARTIGO 1° DA LC
BE391, deverbo constar:

1.1.1 - Dados do drgSo & umidade do servidor (Campe [1]];

11 4 - Dacos de identificacio do senvidar (Campo (211

- Periodoa(s} de recebimento da vantagem (Campo [3]);

:.n- Total (em diss) corespondents o tecebimenta da
vantagem (Campo [4]);

1.1.5 - Cogficients da JomadaiCarga Hordrla multiplicaca
pela UBY iCampo [51;

V.16 - Valor totad (Campo [ETh = Total de |4] multplicado
pelo tatal de (5]

117 = Towl do tempo de contribulcl para & aposents-
doria fem dias conforme exempla na rodape do farmuldnio)
[Campo (7]}

11E - Valor fotal diwdide termpn de contribulche
[Campa |B]} = Taral de [6] dnadica pelo Tatal de {7

119 - Encaminhamento {Campo [3]). Deve ser preenchida
cant  data na gqual o detumnerta lol elaborade e o asinatura o
caimba do CHRDIR,

& - ADICIONAL DE LOCAL DE EXERCICIO - QUADRO DF
APOID ESCOLAR - INATIVO - Para fins de demonstracio dos

ebidos pelos senidores a fitulo de Adiconal de
Lo<al de Exercicio fica eitabedecida o farmulirio INFORMATIVD,
conforme Anexo integrante dessa Instrugic.

21 - Do formudano INFORMATIVO - ARTIGO 1% DA LC
687192, deverlo conste:

211 - Dacos do crgdo @ unidade de sérvidor (Campa [11;

2.1.3 - Dadas de idertificagdn do servides (Campa [2]);

2.1 3+ Periadols] de recebiments da vantagem (Campo (3]1;

2.4 - Total fem dias) correspondente a0 rmhmenuua
ranlawn {Campo [4]);

1.8 ~ Cowficlunts muttiplicado pefa UBY (Campo [5[);

1 1.6 ~Vabor toral (Campa [6]) = Total de |4] multiplicads .
pelo Total de [5):

IH-Tm-unumnuwwmapnamu-
doria (em dins, conlome uerwh o fodepd co. fomulin
(Campa [T]);
zls—u.humg-mda urpqdrqmmmq
I(-'npa IHI} =Tatal

2

e

mmmrmdu&ﬂmﬁ.‘l

mn"ﬂmmmn ulmt}qpamu l.m/c,

UCRHISPPAEY em%s— 11-2016




6~ Sa_g Paulo, 126 (239)

Diario Oficial Foder Executivo - Segdo |

quinta-feira, 22 de dezembro de 2016

do Norte: fua Rl Barboss: 171318 m de recapeaments, no
frecha entee a5 Auas Lie Gonraga ¢ Aio de daneim, Rua Luiz
Gongaga: 868,50 mv de recapeaments, no trech entre s Sua
Pui Barbosa e Bernarding Pirto.

PARAGRAFD UNICO: Inatterada,

CLALSULA SEGUNDA: A Clésula Tercnira, Gue trata das
Obwigagies das Particpes, passa a ter a sequinte redagio: Para &
execucho do presente Comiaio o ESTADD & o MUNICIPYO teedo
5 sequintes ohrigagbes:

| - COMPETE AQ ESTADO:

al Inaherada;

bl inalierada;

ol Inatterada;

Il - COMPETE AD MUNICIPIC:

a) Inalterada;

bl Inatterada;

) Inalterada

o] Inalterada;

] Inalteraca,

1} Inalterada;

gl Inatterada;

bl Inafterada;

PARAGRAFD PRIMEIRD: A prestagho de contas a que se
retere o alinea "e* do nciso 1| desta cliusula serd encaminhada
pelo MUNICIPIO g ESTADD, no prézo masima de 30 {tinta)
dias contados do encerramento da cbra detalhada mo cone-
grama fisico-fimanceirs s fls 31 ¢ 106, & serd encartada acs
aites do processa compspondente para exame par pane do
digho compatente

FARAGRAFO SEGUNDD: inalteracn;

PARAGRAFQ TERCEIRD: inalteradc,

CLAUSULA TERCEIRA & Clausila Quarta, que trata do Valr,
pata @ ter a sequinig O valor do peesente Convinio &
de RS 179.408.35, dos quais RS 160 000,00, de responsabilidade
do ESTADA e o restante de responsabilidade do MUNICERIOD.

Ficam mantidas todas a5 disposigbes da Camvbnic firmado |
#m 16-08-2016 & aditada em 29-08-2016. nagall sm que nic
calidirem com a3 or8 estabelecidas

ASSINATURA: 11-13-2014

Extrato de Termo de Aditamento

1%Terma de Aditaments

FProcessa: 158022/2016 (07802014)

CONVENID: 49672014

PARECER JURIDICO: 708/2016

Ghbjeto: Construgdo de Barracio Mutiplo Liso

FARTICIPES: CASA CIVIUSUBSECRETARLA D RELACIONA-
MENTO COM MUNICIPKIS E O MUNICIPIO DE PIRAI

CLAUSULA PRIMERA. A Cldusla Primeira, gue trats 6]
Obijeto, passa a ter a seguinte redagio: O presents Convlnio
tem cama abjito a transterincia de recursos financeinas para &
EReCUCHD de execucdo de comstrucho de um Barracis Mdltglo
Wsn com deea de 1 45,80m* locahizada na Avenida da Saudade

=n®, Certra, confatme projeto a5 fis 1328

1. Lempeza manual de terrena 270.00m% 2. Brocs de
mncrein pf fundagaa: 182 60m; 3 Lape pré-fabrcada: 177 D,
4 Alenarii wm boco cerdmico; 3%8,49m% 5 Poera lha com |
batinte e madeia: 12 pg. B Vedro liso: 27.18mY, . Chapisco: |
S7198m, B. Revestimento em placa cerdmica 106 31m? 9
Fiso cerdmico esmadtado’ 201, 79w 10 Pise reqularizagio o
compadtagio: 309, 10m% 11, Estruturs metdlica (¥ cobertura;
190,00k 12. Telha de baro: 172,00m; 13 Calhas & nales:
S2.40m; 14, Bacla sifonada of o acoplada: 05 op 15, Lavatdrio
e fouga: 01 py; 16, Lumindrias: 28 pe; 17, Entracda de ghs GLP
«f dhais batides de 13kg: &1 un; 18 Extintor manual p quimico
e Ddieg: 02 ;. 19 Pintura tivta Litex antimato: 400, 44m?: 21,
Instalagtes hidraudcas tube PWC: B8, 00m: 21. Serviges comple-
mentares dversas: 4, 30m!

FRRAGRAFD UNICO: Inalerado

CLAUSULA SEGUMDA: A Clausula Terceira, gue trats das
Obrigagies dos Participes, passa a 1ev & seguinte redagia: Para a |
execugho do presente Convénie o ESTADD » o MUNICIPID terda

it obrigactes:

|+ COMPETE AD ESTADD:

al Inaiterada,

b} Inalterada;

) Inalterada;

Il - COMPETE AD MUNACIRIO:

a) inaherada;

k) dnalerada;

ol Inafteracs;

) inlterais;

) Inalterada;

) Inalterada

0) nalterada;

h} inaltersda;

PARAGRAFD PRIMEIRG: A prestaio dv cantas a que se
refeve 3 alinea &” do inchia || dests cibusaila serd encaminhada
peia MUNICIPY o ESTADO, ma prézo mdsima de 30 (irinta)
dhas contatos do enceramento da obea detalhada no crono
grama fisico-finarceinn 4 fis. 39 @ 172, 0 serd encantada aos
auten do peocesso conespondents para exame pod pane do
rgdo competents.

PARAGRAFD SEGUNDO; Inalterade:

PARAGRAFD TERCEIRD- Inaherado;

CLAUSULA TERCEIRA: A Cliusuls S#ima, que trata do
Pram, paisa a ter 2 seguinto redacio: O prazo pars a 8xecughs
do presente Convinio serd de ate 1120 (um md cento & viate)
dlay, contados a partir da data de sua assinatura

PARAGRAFD PRIMEIRO: inalirada,

PARAGRAFD-SEGUNDO! Inalterade.

Ficam mantidas todas as disposies do Comvnio firmado
#m 23.05-2014 ¢ aditades vm 07:11-2016, naquia em que na
colidirem com ¥ ara estabelecidas

ASSINATURA: 21-12-2076

Extrato de Termo de Aditamento

19 Termo de Aditamesia

Processo: 774102016

CONVENIC: 2042016

PARECER JURIDICD: 7402016

Objeta: Pavimentagha, guiss & Waijeles nas Ruas Benjamin
Constant & Matn Geosso

PARTICIPES: CASA CIVIL/SUBSECHETARIA D RELACIONA:
MENTO COM MUNICIPIOS E-O MUNICIPIO DE TAMBAL

CLAUSULA PRIMEIRA: A& Cliusula Primeins, que trata do
Ofjets, passa a ter 2 sequinte redacsa: O presente Conviinia tem |
wome chieno & transterénca de recursos nanceires para & exe-
tubo de Execugio de de 1888 S0m] de pavimentacdo astihica
em CEUG, 115400 e de recapramanto astaltics (CAUIG, eip
=4 tm) ¢ 638, 35m de quias ¢ saipelas. em vias do Municinio,
conforme projers & fls. 1143 0 1177126,

Wias 8 setern Boreficadas Rua Benjamim Comptant:
332250mT de - pavimentagho asfdllica em CBUG com base
reforgada em peca rachio e 515,35m de guias & sarjetas enire
i Feuns. Baldumno Basioh & Mato Gresso. Rua Benjamim Cors-
fant 113400 m de recapeaments astalticn em CAIR com exp
= @ cm, entre a3 Ruas Mato Grossa e Anésin Maria Modesta Rua
Mato Grossa; 365,60m2 de pavimentacin astiitica em CBUQ
com base relorgada em pedra rachda e 103,00m de quins ¢
sarjetas enire a Rua Benjamim Constamte @ Averida josé Gane

PARAGRAFO UNICO: Inalteradi

CLAUSULA SEGUNDA: A Cliusuda Tercrira, que trata das
Obrigaches dos Paiticipes, pass a ter a seguinte redacha: Para 4
exeacugio o presente Comvimo o ESTADO & & MUNICIID tarda
a8 sequintes obrigagbes

| - COMPETE AQ ESTADD:

) Inakerada,

bl inahterads.

& Insdfterada,

11 COMPETE A0 MURNICIPO-

| CONSELHO DIRETOR

| 1% mtervenglio) do

al Inzhterads;
h} Mludu.

ﬂ] Mm

e} Inalterada;

f) inalterada;

4 Inalterada

b} Inalterada;

PARAGRAFD PRIMEIRC: A [vestacha de conlas a que e
refere a alinea "o do inclso B desta cliusula serd encaminhada
el MUNICIPIO a0 ESTADD, no prizo maxima de 30 (trinta)
dias contados do encermamenta dy detalhada ro croag
grama fisko-financeira & fls. 43 e 126 ¢ serd encartada acs
autos da processo I A Exame por parte do
o competente.

PARAGRAFD SEGUNDO: Inaterads;

PARAGRAF(D TERCEIRD! Inaltesade

CLAUSULA TERCEIRA: A Clivsula Quarta, que trata dn'\fdnl
[Passa 3 ter 3 seguinte
e A3 200,000,01, dos mnuonommaemmm
o ESTADD ¢ 0 restante de resporsabilidade do MUNICIFIC,

Ficam mantidas todes as o Ges do Convénlo. firmada
um 30-06-2016 ¢ adntade em 07-12-2016, naquila em que ndo
calidrem com as ora estabelecidas

ASSIMATURA: 21172006

P T
Governo

GABINETE DO SECRETARIO

Resolugho de 21-12-2016
Designando José Valter da Silva Jirio, nﬁumma
{pata nesponder pala Coordenacio de ‘ao Cidado -
ﬂliubmrmdadelp&nm.uglu;dlmvmﬂmil w

_y 7t 1* do Dec. 622962016,

Apostila do Secretdrio, de 11-12-2016

Mo decreto publicada em 28-11-2016, em que & interessada
ummm'mmumm Filho™ - Unesp, relativg
# nomeaclo de
Universidadk, para declarar que sews mandatos slo de 4 anos,
& pantic de 1512017

de 21122016
Mo peocesso SEDPCD-B1.174-15 vals | e I em que é interes-
il Asiociaghe Brasil Equilibeio - ABE: "4 vista dos slementos

Uit instruem os presentes stk com especial destague par 1 |

representacho farnidada pela Secretiria dos Direitos da Pessaa
cam Deficiéncla, e tendo presente, ainda, o Parecer 459-2016
i Comsishonia luridica da Secretana de Governo, quadifico, com
fundamento na LT 84698, a Assorialo Brasil Fquiblnio - ABE,
inserita no CNP) sob o 0 23780 53200001 61. como organiza-
fda social na dea de aendimentc ou promogle das direitos

| das pessnas com deficidncia, de modc a habilit-la & celebracio

de contrati de gestio com o Estada, por intermeédic da citada
Fasta, observadas, na apartunidads, 3 narmas legat & fgula-
mENIares pertinentes.”

Ma processo 5C-129.064-2015, vals | aa Il em que ¢ inte: |

ressada Imstituto Odean: *A vista dos elementos que instruem
% presentes autos, com especial destaque para a representagho
formulada pelo Secrethrio da Cultura, e tendo presense, ainda
o Parecer 4372016 da Comsubtoria Juridica da Secretadia de
Governa, qualifies, cam Pundamento na LC 84698, o Instituto
Qoean, inserito no CNPJ sob o »° 02,612 5900000210, coma
organizagho social da dren da cultura, de modo & habiliti-la §
celebirag o de contrata de gestdo com o Estada, por intermidia
mmmuMMonmmamuiqm
& regulamentares incidentes na espécin,

mmms::mmmummu musmm
sads Fundagio Energia e Sanesmenta: © elementos
qnehmmmmmamanmnpmldamnm
a tepresentagio formulada pelo Secretano Adjunto da Cultura,
respondende pela Expediente da Secwtaria da Cultara, @ benda
presente. ainda o Farecer 438-2016, da Cansuloria Juidica da
Secretaria de Govemne, qualifica. com fundamento na LC 846-38,
i Fundagho Patrendnio Histdrion da Energis & Sameaments, ins-
oita no NP sob o n® 02,414 4360001 52, come oiganiaiia
milﬂahodlni’nndtm:}hﬂllu-llluhhqk
de contrato de gestio com o Estado, por intermidio da aludida
Pasta, observadas, na oportunidade, a5 normas legais ¢ regula-
mentaes incidentes na espécie

AGENCIA REGULADORA DE SERVICOS
pUBLICOS DELEGADOS DE TRANSPORTE
DO ESTADO DE SAQ PAULO

Deliberagdes do Conselho Diretor, de 15-12-2016

PROTOCOLADD ARTESP 21316712

Viste, relatado ¢ discutido o assunto tratado nos autos do
Protocolado ARTESP 213167112, o Comselha Dirstor da ARTESP,
o Un de suas atribulgles legan. diante dos elementos de

| mstrugio da ﬂw\ fque fundamentam 3 presente, DELIBERA nas

seguintes temos:
HOMOLO“.W&WM&M&W&M

0501040105 {SP-331 Recapeamenin - km 1594290 ao |

168+ 388 1* do cranagrama
Conato de Concessdn DOVARTESPOS do Lote 07, auborgado
& Condessiondria Rota das Bandeiras S A, de 31:08-2012 para
18082013,

RECONHECE que referida slieragia oo cronagrama fisico-
francirs produziu i em Vabar Presente uqum
(VPL] hasa PO — julhof2008, de RS 263 mil a favar do Poder Con-
cexlende, condorme cilculos realizades pela Diretoria de Contrale

Econdmicn e financeir.

Turdo conforme  instrugho dos autos, especisimente os pro-
nunciamentos da Diretaria de Ievestimentos FD DIN 2396805
M5, 9394} BT DIN 0021116 (e 95/97); FD DIN 23232016 (0,
98], da Direforla de Dperages FD DOF 4368615 M, 1) fD
DOP 487005 (fL 52); da Diretatia de Controle Econdimica ¢
Financeiro FO DCE 0495206 (1l 99) = FD DCE 05002016 (R,
101); da Dinstoria de Assutos Instiuconais FD DAl 0BG18/16
{hs. 10/105) & ¥O DAl D9OBANG (. 106) & da DD. Consultorla
Juridica vide Parecer CHARTESP 48072016 (fts, 108113)

Faca ratificada toda instrugde protesiual o determinada a

adugdo das medidas pertinentes pelas dreas técnicas da ARTESP |

PROTOCOLADD ARTESP 213158172

Wista, redatado ¢ discutido o assunto ratado nos sutos do
Prostacalada ARTESP 21315812, o Consefho Dinetar da ARTESE,
no w0 de suas aprbuiches legais diamte dos elementos de
Illwwhdn'dlnmlhmmn A presarte, DELIBERA nos
seguintes teemay;

HOMOLOGA 3 posteigagho da data de téming do Aem
S01020100 (SP065 Recapeanentn — om | 84450 ac 354850 -
frssco-financeino do Contrato de
Concessio D0WARTESPAIDG do Lote D7, putargads & Concessio-
nidria Rota das Banceias S.A, de 31-08-2012 para 06-02-2013

RECONHECE que referida almeracho do
“fingceire. produeiu desedquilibrio em Valor Presente Liquido
(VPL) biase PO - pulhalh00R, de RY 192 mil a {aver do Poder Con-
codnte, conforme calculos realizados pela Diretoria de Contrale
Econbrmico & Fnancewn.

Peticéo 870180161315, de 11/12/2018, pég. 13/63

do | 4 alegagies firais relatvas b
| MEGA-LHE

Tudo conforme a instruglo dos autos, especkalmene os
= da Diretoria de FO DIN 072413
(. 700; FD DIN ZB994/16 (fis. 1400141} RT DIN 002416 (s
1427144 ¢ FD DIN 30016716 (1. 145); da Diretoria de Operaghes
FO DOP 23027716 (1, |34 FD DOP 23168016 (L 135) ¢ FD
DOP 23322416 M. 136); da Diretoria de Controle Econdimico «
ﬁmmmwmialm-mﬂcnwam
T48); da Diretoria de Assuntos FD DAl 0BEA5/16
{Fls. 149152} « FD DAI 09991116 (1 153) & da DI Consubtoria
liidica vide Farecer CUARTESP 481/2016 {fls. 1351 60)

Fica ratificada toda protessual & doterminads a
adogao das medidas pelas dreas técnicas da ARTESP.
PROTOCOLADD ARTESP 213.15%1 2

Wisto, nelatado e discutido o sssunto tratado nos autos do
Protocolade ARTESP 213,15912, o Conselho Diretar da ARTESP,
N wso de suas I-wh.iumdosmmd-
Instrucho do fedio, que fundamentsn & presente, DELIBERA nos

saguirtes termas.
HOMOLOGA a postergaco da data de termino do item
0&01 ﬂiﬂlﬂﬂﬁﬂ)ﬁ Recapeamentc —~ km 35+ 850 a0 58+240 -
do aronograms fisico- da Contrato de
Mmsmumnr outoigads & Concessio-
maria Rota das Bandeiras 5.4, de 31-08-2012 para 06-03-2013.
RECONHECE que referida alteragho do cronagrama Tisico-
Finandeizo desequillbric em Valor Presente Liguido
(WPL) basa PO — mﬁlﬂ!‘ﬂlwﬂﬂmm
conforme chiculos realizades pela Dinstoria de Contrale

o4 pro-
MWHMH&‘O\E
SBSG). AT DN D0ABNS REV 01 (fls. GOMGZ) e FD DIN
I001416 (. 63); da Diretaits de Operagbes FD DOP 2258316
(. 52); FD DOP 7335616 (. 541 da Diretoria de Controle
Econdmico e Financeir FO DCE O4SE2116 (L. 64) & FD DCE
04648716 (1. 66}, da Diretoria de Assintos Institucionass FD DA
QBET16 (s B7/70) o FD DAI DO9BR/E |1, T1) « da DO, Con-
sultoria huridica vide Parecer CUARTESP 48772016 (fls. 72/78),

Fica ratificada toda & determinads o
sdogfio das medidas pertinemtes, dreas bicnicas da ARTESP

PROTOCOLADO ARTESP 213.165/12

Vista, redatado ¢ discitido o assundo tratada nos autos do
Protocolado ARTESP 21316512, o Conseiho Diretor da ARTESF,
0o uso de suas legais, diante dos elementos do
mwmmm.wmmnm
.!egdmu

3 postengacho da data de térming do item

MIM‘IM (3P-332 Recapeamenta — km 1484135 an
159+290- 1* intervenglo} da cronograma fisico-financeina: do
waﬁ(mmmwnmb? cutargade
# Concessiondria Rota das Sandeiras 5.4, de 31-08-2012 para

14-08-2013,

RECONHECE uur referida alteracio do cronograma fisico.
financesirm 2 desequilibrio em Valor Presente Liquido
(VPL] base PO - julho/2008. de RS 317 mil & fawor do Poder Can-
cedente, conforme clculos realizados pela Diretarla de Crntrole
Econdimico & Financairo.

Tudo: conforme a instrughe don autos, especialments o

i da Dartoria th FO DIN 0725013
{fl. 740, FO DIN 23969015 (fls. B3/84); AT DIN 002016 [fls. 8587
# FII DIN 23213116 (. B8); da Diretoria de Operagies FD DOP
ABESNS (1l B1); FD DOP 48698015 N 82); da Diretoria de Can- |
troke Econdmico & Fnanceirn FO DCE 04951716 (1. 895 & FD DCE
USD0V/16 (. 91); da Diretaria de Assuritos Institucionals FO DAl
0892316 {fls. 92/95) & FD DA (9986/16 (L 96 #-da DD, Can-
sultoria uridica vide Parecer CUARTESP 436/2016 {fis. 98/103),

Fica ratificada toda instrugho processual & determinada &
adugho d edids pelas dreas técnicas da ARTESF,

PROCESSO ARTESP 022341016

Frotocoso ARTESP 339.683/16

Visto, relatada e discutide o assunio tratade nos autoy
do Processo ARTESP 02134211016 (Prowocolo 339.58316), o
MM&WES'NW&WMM
diante dos ekementos de instrucla do feito, que fundamentam a
presente, BELIBERA nos seguirtes termeas:

ENCAMINIA

P-300, Municipic ® Comarea de Aragatuby, com drea
total de 1,087,001 m fum mil e omenta e sore metros quadrades
oum

i Juridica, resultantes nos -
d\olFDBlll}!SWlS[ﬂ 0: FD DIN 4151616 (1. 91); FD DIN
4232316 (. 93% FIO DAL 106TR 16 (R 110); FD DAl 1085416
(. I} FD DIN 43813016 (. 113); Parecer Técnicn Institucional
Q0436 (1, 106109 e Chpia do Parecer Relerencial CHARTESP
Jiﬂﬂlll‘l&l’lﬂ]
ratificada toda metrugio peocessual @ determinada
mhmmmmﬂmlmmdﬂm
PROCESSO ARTESF 0194902015
Frofocolo ARTESP 299.968015
Visto, relatada e discutide © asunto tratado nes autod
do Processo ARTESF 019.493/2015 (Protocola 299 969115}, o
cmmummmmammm
diante dos elomentos de nstruglo do e,
presente, DELIBERA nos seguintes. termos:
) CONHECE o recurso interpesto pela Cancesiondria Auto
| Raposo Tavares 5.4 - CART em conformidade com a Lei Estadual
10177198, contra & decidbo do Diretor de Operagies, |denti-
ficada coma DL DOP DO10V16, que indeleriu a defesa prévia
mmmnmomms,-

bes.

Tuda conforme & instrugko dos autos, mmhm o
pronunciamentos das Diretorias de Asguntos Institu-
clonais ¢ DD Consultoria Juridica, resultantes nos DOP s/n [fls.
OG/10; FD DOP 52246015 (fls. 2427); FD DOP 5252913 (1. 28);
FO DOP 5498105 (I 391 FD DOP S4984/15 (il, 40} FO DOP
35154N5 Il 41); FO DA 5696915 (8, 42); FD DAl 5703415
(fi. 43); FO DOP 5698815 {45k FO DOP 57007115 (A, 461
FOLDOP ST1ERNS (fl, 47); FD DAl 57458015 ifis 48/50); FO Dl
STSASA1S (K, 51k FD DAl 01415016 (R 64); FD DAl 0151116
. 85); FD DOP 06097116 (L 67); FD DOP 0RI0ENE (R, 6BY
DL DO D006 (s, 69/700: FID DOP DESS1M6 (1, 72); FD DOP
USA06/VE . 78); FD DOP 031451 6 (. 77); FD DOP 12426016 {.
136); FD DOP 12480016 (], 137); FD DOP 127938016 {7 138); FD
DAl 03831116 (fls. 139/741); FD Dl Q403516 § 142); FD DAl

Af, 161} F DOP 36899016 (L 163); FD DOP 3727616 (fl, 164
| Parecor CUARTESP 46/2016 (fls S3/62); Parecer CNARTESP
2782016 ifis 1440748),

Fiea ratificads toda instrugse processual ¢ deterninada a
adogAa das medicas peninentis pelas dreas ticnicas da ARTESP

PROCESSO ARTESP 0194922015

Protocole ARTESP 299, 96815

Visto, relatacdo e distutido o assunto tratado nos autos
oo Processo ARTESP 01949212005 (Frotocolo 299 968115, o
Cnnsmmdlllﬂsl’mmdomallluqhhp,
mummd-wuwwm.

IDELIBERA nos seguirres termas.:

&) COMMECE o mecursa interpastn pela Concessiondria Auso
Raposo Tawares SA, - unum«:ammtcm
10.177/98, contra a decisdo do Diretor de. Operacdes, identi-
ficada come DL DOP 0014116, qun indeferiu a defesa privia o
a5 alegactes finas rlativas § netificacha NOT DOP 01515 e

‘0542316 (M. 1500; FD Dl 56266 (1. 151} FD DOP 367976 |

1) MO MERITO, NEGA-LHE PROVIMENTD, mantida & citads
deasio administrativa candenatdeia peoferida pelo Diretor de
Operagies.

Tide: conforme & instngda dos auios,
pronunciamentos das Diretorlas de Operagfies, Aszumtos uuu
tucionais e 0D Consultaria Juridica, resultantes nos Despachos
RT DOP win ifls. 0612), FD 0OP 52283015 (fls 32735k FO DOP
5253415 ([l 36); FO DOP 54960015 (. 47); FD DOP 54987/15 (1],
48}, FD DOP 5515215 (A, 49K FD DAJ DT111716 (s, SWEI); A
DAL 01309 6 (1. 53, FD DAL D1797/16 (1. 65); FD DA 01947016
. 66} FD DOP 11457/16 (Il 68); FD DOP 1168516 (. 69); DL
DOP 001416 fs 70/71): FD DOP 1213516 (A 72); FD DOP
13752716 (fl, 77); FD DOP 13829016 (1], 78); FD DOP 14934016
{fl. 961 FD DOF 14964/16 {8, 97); FD DOP 1523316 (1. 98); D
DOP 17245816 (11 100}, FD DAL 06154116 {fis. 103111) FD DAl
0671416 (. 112} FD DOP 36791016 (1. 125); FD DOP 3583516
(. 127); FD DOP 327416 . 128); Parecer CHARTESP 772016
(fls. 55/63) & Parecer CAARTESP 4092016 (fls. 114122)

Fica watificads toda imstrucdo processual & determinada a
adocho das medidas pertinentes pelas dress ticnicas de ARTESP.

PROCESSO ARTESP D19.4892015

Pratocola ARTESH 299 965/15

Visto, relatado e discutice o assunio tratado nos sutos
do Processo ARTESP 01548903015 (Protocolo 259.955/15), o
Conselho Diretor da ARTESP, o uso de suas atribuighies legan.
Mduehmdulmuu;hdnhlnwmmp
presents, DELIBERA nos sequintes terma:

ﬂc.wclnnumhwmnplh oncessiandeia Auto
Raposo Tavares 5.A. - CART, em confurmidade com a Led Estadeal
10.177/98, contra a decisdo do Diretor de Operagbes, iderti.
&'Niml:lelesrli fque indefery & defesa prévia o
a5 alegaghes hm;am&mmwmmu

b) NO MERITD, NEGA-LHE PROVIMENTD, mantida  citada
tecicho administrativa corderatdria prafenda pebs Oiretor de

aghes.

Tuda conforme a instrucho dos autos, especialmente os
prorunciamentos das Diretorias de Operaches, Assumbos. gt
tucionais & D0 Consuona Juridica, resultantes. nos RT DOP sin
{Hs. DBN2); FD DOP 52373115 (fls. 336} FO DOP 5252515
AL 37; FO DOP 5487715 (1l 481; FD DOP 5498815 (L 49,
D DOP S5151/15 (R 501 FD DAL 0110916 (fls. 59/53); FD DAl
0130816 (fl. 54); FO DA 0179616 (. 66); FO DA 01948115
{fl. 675 FD DOP 07171716 (Ml 681 F© DOP 1150216 (0. 63);
FO DOP 116B6/V6 (1. 70): DL DOP 0015016 (fs. T FD DOP
V213406 iR T3); FD DOP 1374916 (1, 78); FD DOP 13832106 |,
75); FI DOP 1433516 (L 37); FD DOP 14956/16 (. 38 €D DOR
15229016 (], 95); FO DIOP 1 7457706 {11, 101); FD Das 0615316
(s, TIOVT 12}, FD Dl OGR1EITE (. 113); FO DM 09361116 [H,
125); FD DA 1020516 (fi 1261 FD DOP 352216 . 127}
FD DOF 35945015 {fl. 128); FD DOP 36071816 (A 130); 5O DOP
3B56216 (fl. 131, Parecer CURRTESP 782016 (fls 56/64): Pare
| cor CHARTESP a1a2018 (fis. 115123)

Fiea ratificacs toda instrugho proceisal & determinada a

das medidas pertinentes pelas Areas thenicas da ARTESP,

PROCESSC ARTESP 019, 580/4015

Profocobn ARTESP 295 833/15

Visto, relatada ¢ discutido o assunts trtado nos autos
o Processo ARTESP 01958012005 (Proocolo 295.83315), o
‘Conselha Diretor de ARTESP. no usa de suas abibuiges begais,
| iante dos Wementos de irstnugia do feitn, que undamentam a
presante, DELIBERA nos seguintes termas:

) CONHECE o recurso inteiposio pela Concessiondria das
Fodovias Ayrton Senna e Carvatha Pinto 5.4 — ECOPISTAS, em
confemidade com & Lel Estadusl 10.177/98, contra a decisda
do Diretor de Operagbes, idenificada coma DL DOP D03,
e indeferiu a defesa privia o a5 alegaghes finais relativas &
natificagio NOT DOP 0023115, ¢

b} NO MERITO, NEGA-LHE PROVIMENTD, mantida a cliada
devisha adminGtrativa condenattna profanda pelo Diretor de
mmmﬁm a instrugdo dos speciaimente

aus, o
provunciamerioy das Diretonas de Operagfes, Assuntos Insti-
tuckinas ¢ 0D Consultoria Juridica, resultantes nos Despachcs
AT DOP 0086/15 (fls. 09/11); FD DGR 50072015 il 21); FD D09
50922115 (R 25); F> DOP 5453315 () 370 AT DOP 014515
{fs. 40/42); FD DOF SB255/15 (R, 475 FD DOP SB4BONS 8,
Al FO DA D098 (fls. 451) FO DAL 0101006 (. 521
0 DAl 01793016 (A, 61); FO DAI 01950116 (AL 62); FO DOP
OMTa6 (L 63); FO DOP 0BSBONE (. 64); DL DOP 001316
(fis. 6653} F) DOP 0942716 (L 70}, FD DOP 1535216 i 82y;
FD DOP 15522016 (. 83}, FD DAl 08275016 (fls B4/85); FD DI
CBAZH16 (1l B6): FD DA 1004216 [Ml. 96): FD (&) 10504116
(. 97); FD DOP 35799/16 (fl. 98} FD DOP 36327116 M. 95 FD
DOP 36748016 (I 101); Parecer CLARTESP 73/2006. (%s. $4/58);
Fareter CHARTESP £482018 (fix. BEML),
Fica ratificada toda instruglo processwal ¢ determinada a
adogho das medidas pertinentes pelas dreas bécricas da ARTESP.
PROCESSO ARTESP D18 5212015
Pratacalo ARTESE 287 39915
Visto, relatado & decutido o assumt wratada nos autos
da Processa ARTESP 01852112005 (Protocolo 287.394115), o
Conseiho Diretor da ARTESP, o 140 de suas atribulgbes legan,
diante dos elementos de instrugio do feto, que fundamentam &
presente, DELIBERA nos seguintes termos;
a) CONHECE o recursa nterposto pels C
Autovias S.A, em conformidade com a Lei Estadual 10.177/98,
contra o decisdio do Diretor de Operagies, identificada coma D¢
DOP 00116, que indefenu » defesa prévia & as alegaghes finak
rolativas & not NOT DOP 000115; &
bY NO MERITO. NEGA-LHE PROVIMENTO, mantida a otada
decisbo adeministrative condenattrla proferida pelo Diretor de
Dperagdes.
Tuda confarme a mstrugho das autos, uuumupm
nunciamentos das Diretarias de Operaghes, Assuntos
naks ¢ 00 Consultora resultantes nos AT DOP DO0ANS
B, OSAE2): FD BOP 1335315 (i 1461 AT DOP 0117A5 (fls
1477151); FD DOF 4899714 (fls. 1520 54): FD DOP 4914615 i,
155); FO DOP 58622715 {H. 173); FD DOP 51737015 (0. 1740; FD
DOP 52307115 (11, 175); FD DAL 59440015 (fls. 17681); FD DAl
DOVTAAE . 182); FO DAI DETE1AE (11 193); FD DAl 01984116
(L 194F; FIy 0P D7S45016 (1], §96); FO DOP 07631716 i1, 197}
FO DOP 0784516 (1), 198); DL DOP 0011116 (fls. 203/204); FO
[DOP 0908516 (R 208); FD DOP 03162116 {fi 209): AT DOP
01905 ifis 2260228); FD DOP 12887716 . 234) FD DOP
17956/1% {fl. 235} FO DOP 13201716 (A 236); FD DA 0SED4/1 6
{#ls. 2371238} FO DAl 0599616 (fl. 239); FO DA CB74116 (fF
| 250 FO DAY (970016 (L 251); FO¥ DOP 3339116 (1) 253); FD
| DOP 3367916 {1, 255); FD DOP 36519006 (), 256); Parecer CA
ARTESP S02016 (fls 1HAEINY Parecer CHARTESP 40212016
(Fs. 241248).

| Fica ratificada toda instrucic processusl o determinads 3
andogdo das madidas pertinentes. pelas draas fecnicas &JI‘IE'SP"

| PROCESS0 ARTESP 0136452002

| Protocolo AATESP 199.086112

Wisto, relatada e discutido o ascumlo tratade.

do Processo ARTESP 0136457017 |Profocodo a
Consethn Diretor ca ARTESR no uso de sua i ek, lugga:
diaite dos elementos dmum;andaw‘m :

presenis, DELIBERA not soguintes
INDEFERE o IP!.D e l!egq“k
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do documento de identidade RG n°® RNE: G031341-8, residente na Avenida
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FORMULAGCAO VACINAL E USO DA MESMA

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo se 1insere no campo da
biotecnologia e descreve uma formulacéo vacinal
compreendendo uma enolase recombinante de Sporothrix
schenckii, a qual é purificada e associada ao adjuvante
hidréxido de aluminio para uso na terapia profildtica da
esporotricose, especialmente contra o fungo S. brasiliensis,
considerado o mais patogénico dentro do complexo. A referida
formulacdo induz altos titulos de anticorpos antigeno
especificos contra a proteina alvo, enolase recombinante
(rSskEno) e um perfil de resposta imune Thl/Th2/Thl7.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A esporotricose é uma micose de evolucgéo
subaguda e crdnica de lesdes nodulares cutdneas ou
subcutdneas e, com menor frequéncia disseminada em pessoas
com compromentimento imunolégico (Barros et al., 2011). O
agente causal ¢ um fungo dimérfico chamado Sporothrix
schenckii o qual faz parte de um complexo de diferentes
espécies (Marimon et al., 2006; 2007; 2008). Casos de
esporotricose tém sido reportados em todos os continentes,
porém as regides tropicais e subtropicais com alta
temperatura e umidade exibem a maior incidéncia,
principalmente na América Latina, Japdo, India, Africa do
Sul, China e Malésia (Tang et al., 2012; Carrada-Bravo e
Olveras-Macias, 2013; Zhao et al., 2015). No Brasil, algumas
regides do sudeste e sul tém elevada taxa de incidéncia dessa
micose, que é uma importante zoonose (Chakrabarti et al.,
2015) . A infeccdo tanto no ser humano quanto em animais estéa

geralmente associada a inoculacdo acidental na pele de
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materiais contaminados com o fungo, como solo, vegetais,
espinhos ou outros (Barros et al., 2011; Cruz, 2013). Em
1898, Benjamin Schenck, um estudante de medicina no Hospital
Johns Hopkins em Baltimore, Estados Unidos, isolou uma
amostra desse fungo pela primeira vez de lesdes cutlneas de
um paciente de 36 anos de idade e mais tarde, o micologista
Erwin F. Smith classificou-a como uma espécie relacionada ao
género Sporotricum (Schenck, 1898). Dois anos depois,
Hektoen e Perkins também isolaram esse agente etioldgico de
lesdes cutdneas de outro paciente e por meio de estudos
morfoldégicos foi classificado como Sporothrix schenckii
(Hektoen e Perkins, 1900; Bonifaz e Vazquez, 2010).

[003] No Brasil, o primeiro caso de esporotricose
em humanos foi descrito em 1907 por Lutz e Splendore e desde
entdo um aumento considerdvel de casos clinicos, em
particular, nos UGltimos 15 anos tem se evidenciado
fundamentalmente no Rio de Janeiro onde a doenca tem assumido
proporcdes epidémicas alarmantes (Rodrigues et al., 2013),
acometendo regides com dificuldades sociocecondmicas e
ambientais (Barros et al., 2010). Nesse estado brasileiro,
0 risco de contrair a infeccdo é ainda maior devido ao fato
de gue o gato ser a principal fonte de infeccdo do fungo,
estando vinculado aproximadamente a 91% dos casos de
esporotricose em humanos (Cruz, 2013; Freitas et al., 2010,
2014) . Entre os anos 1998 e 2009 o IPEC/Fiocruz diagnosticou
a esporotricose em aproximadamente 2200 seres humanos e 3244
gatos. Mais recentemente a Secretaria de Estado de Sautde do
Rio de Janeiro analisando o banco de Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo (SINAN/RJ), confirmou 830 novos casos

sb6 entre os anos 2013 e 2014, o gque evidencia o aumento
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progressivo da incidéncia (Ministério da Saude, 2014). A
Clinica Labovet, com sede no Rio de Janeiro, no periodo 2005
a 2012 analisando por meio de citologia e cultivo, 741
materiais coletados da superficie de lesdes cuténeas
ulceradas de gatos, identificou a presenca de S. schenckii
em 325 amostras, perfazendo 43,86 % do total (Cruz, 2013).
Reis e colaboradores (2009) demonstraram a existéncia de uma
semelhanca genética entre cepas de S. schenckii isoladas das
lesdes cuténeas, cavidades nasais e unhas de gatos infectados
e as obtidas de seus donos com a micose, confirmando que o
gato é o principal transmissor da esporotricose no estado do
Rio de Janeiro. Realmente a esporotricose é uma micose
negligenciada e representa um problema de Saude Publica no
Brasil (Martin, 2014; Pereira et al., 2014); a grande
incidéncia desta micose no Rio de Janeiro levou a Secretaria
Estadual de Saude deste estado a incluir a esporotricose na
lista de doencas de notificacdo compulsdria (publicado no
Didrio oficial da Unid&o em 16 de julho de 2013), no entanto
até o momento n&o é possivel conhecer a real incidéncia ou
dimensionar a endemia desta doenca nesse estado (Martin,
2014) .

[004] A esporotricose também tem sido encontrada em
Minas Gerais (de Souza Barros et al., 2013) e no estado do
Rio Grande do Sul (Madrid et al., 2007), porém em menor
proporcgdo. Atualmente esta doenca é a micose subcutdnea mais
importante que afeta os animais no estado de Sdo Paulo. Em
um estudo retrospectivo realizado no Servico de Dermatologia
de um hospital veterindrio do estado de S&do Paulo entre
janeiro de 1993 e dezembro de 2011 foi constatado gque o gato,

a excecdo dos cédes, foram os responsaveis por 45,9% da
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infecgdo nos humanos e animais que com ele coabitavam (Rossi
et al., 2013). Em outro estudo mais recente, entre o més de
marco de 2011 a abril de 2014 foi identificado um aumento
considerédvel de casos de esporotricose felina nas cidades de
Itaquera e Itaim Paulista, com 83 e 56 casos respectivamente
(Montenegro et al., 2014). Estes mesmos autores descreveram
a presenca de um numero menor de gatos com esporotricose em
outras cidades como Diadema (10 casos) e Guarulhos (17
casos), 1indicando a propagacdo da epidemia, a qual pode
aumentar o risco da transmissdo zoondética nas regides
metropolitanas no estado de Sao Paulo.

[005] As espécies do género Sporothrix, pertencem a
Divisé&o Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem
Ophiostomatales e familia Ophiostomataceae (Romeo e Criseo,
2013). O fungo S. schenckii habita regides tropicais, com
uma temperatura média entre 20 e 25°C e umidade relativa
acima de 90% (Bonifaz e Velazquez, 2010), podendo ser
encontrado no solo, plantas, arbustos e materiais sob
condicdes ambientais adequadas de temperatura e umidade
(Morris-Jones, 2002). E um fungo termodimérfico que em vida
saprofitica ou cultivada em &gar Sabouraud a 25°C, apresenta-
se na forma filamentosa, com hifas delgadas, septadas e
ramificadas com 1 a 2 um de didmetro e aglomerados de
conidios, em forma de margarida ou crisédntemo (Barros et
al., 2011). Em parasitismo ou quando cultivado a 37°C em
meios ricos, tais como &gar infusdo cérebro-coracdo, cresce
como levedura unicelular ovalada, globosa e em forma de
charuto, com 2 a 6 um de diédmetro podendo apresentar um ou
mais brotamentos (Lopes-Bezerra et al., 2006; Barros et al.,

2011) .
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[006] Por muito tempo pensou-se que o fungo S.
schenckii era o Unico agente etioldgico desta doenca (Barros
et al., 2011; Carrada-Bravo et al., 2013), porém sobre a
base de estudos de sequenciamento do gene da calmodulina,
caracteristicas nutricionais (como assimilacdo de diferentes
fontes de carbono) e fenotipicas (como didmetro das coldnias
e morfologia dos conidios) em distintos meios de cultura e
velocidade de <crescimento a diferentes temperaturas, a
espécie S. schenckii passou a ser reconhecida como um
complexo de espécies cripticas, das quais S. brasiliensis,
S. globosa, S. mexicana e S. schenckii sensu stricto sdo as
tinicas de interesse clinico (Marimon et al., 2006; 2007;
2008) ; sendo que S. lurei e S. pallida tém sido
identificadas, mas estdo menos relacionadas a ocorréncia de
doenca (Oliveira et al., 2014). Essas espécies estdo hoje
organizadas em diferentes grupos ou Clades, a saber S.
brasiliensis (Clade I), S. schenckii sensu stricto (Clade
ITa e Clade IIb), S. globosa (Clade III), e S. luriei (Clade
VI), S. mexicana (Clade IV) e S. pallida (Clade V) (Rodrigues
et al., 2013; Zhou et al., 2014).

[007] De modo geral, a rota de infeccéo, a
viruléncia da cepa e fundamentalmente o estado imunoldgico
do hospedeiro, influenciam no aparecimento das manifestacdes
clinicas identificadas na esporotricose (Arenas, 2005; Kong
et al., 2006; Fernandes et al., 2013). Uma vez que o fungo
penetra no organismo, ele pode permanecer restrito ao local
da inoculacdo gerando a formacdo de ndbébdulos pegquenos que
podem ulcerar dando origem a forma cutdnea fixa (Roldan-
Marin et al., 2009), ou ainda pode se disseminar pelos

linfonodos adjacentes desenvolvendo diferentes ndédulos ao
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longo dos canais 1linfaticos, podendo supurar, ulcerar e
drenar pus correspondendo a forma linfocuténea (Vasquez-del-
Mercado et al., 2012), a qual é responsavel por 70-80 % dos
casos cutédneos de esporotricose (Vikram et al., 2014).

[008] Ocasionalmente, o fungo pode disseminar-se
por via hematogénica, atingindo os ossos e articulacdes. A
doenca pulmonar pela inalagdo de conidios é rara sendo
caracterizada por tosse, febre Dbaixa, perda de peso,
linfadenite mediastinal, cavitacdo, fibrose e outros sinais
clinicos que lembram a tuberculose (Vikram et al., 2014). As
formas mais graves da esporotricose tém sido associadas a
pacientes alcodlatras, transplantados de o6rgdos, individuos
sob corticoterapia e especialmente em pacientes infectados
com o virus da i1munodeficiéncia humana (HIV) (Yelverton et
al., 2006), o que sugere que o S. schenckii é um patdgeno
oportunista emergente (Freitas et at., 2014). Aung e
colaboradores (2013) relataram que de um total de 64 casos
de esporotricose pulmonar primédria e 22 casos de doenca
multifocal afetando os pulmbes, 19 mortes foram reportadas,
14 das quais devidas diretamente a complicacdes da infeccédo
por S. schenckii. Segundo os autores, essa alta taxa de
mortalidade poderia estar diretamente vinculada a
imunossupressdo destes pacientes, a demora no diagnoéstico e
especialmente a ineficédcia do tratamento medicamentoso.

[009] Nos gatos tem-se observado as formas clinicas
cutdnea, cutédnea linfadtica e disseminada, mas sdo dificeis
de diagnosticar. Na forma cuténea, aparecem lesdes ulceradas
profundas, geralmente com pus na cabeca, nos membros e na
base do rabo (Lloret et al., 2013., Schubach et al., 2004),

que costumam se generalizar rapidamente por via hematogénica
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ou pela autoinoculacédo do fungo pelo préprio animal (Rosser
et al., 2006). A forma linfatica pode ser clinicamente
evidente, mas apenas pode ser confirmada por meio do exame
histoldégico (Lloret et al., 2013).

[010] A parede celular dos fungos é uma estrutura
dindmica gque mantém o equilibrio osmbético da célula, a
protecdo fisica contra outros microrganismos ou ainda contra
a acédo fagocitica das células do hospedeiro (0Oda et al.,
1983; Latgé, 2010). A estrutura e sintese da parede celular
do fungo sdo UGnicas e, muitos dos seus componentes ndo estédo
presentes nas células dos mamiferos, o que faz dela um
excelente alvo para o desenvolvimento de farmacos com pouca
toxicidade para os seres humanos (Bowman & Free, 20006).

[011] Nos Uultimos anos, tem-se focado a atencéo
sobre os componentes da parede celular de S. schenckii que
possam estar envolvidos na indugdo da resposta imune e no
processo de adesdo no tecido do hospedeiro (Fierro et al.,
2014) . Durante o curso de uma infeccdo, o0s microrganismos
sdo capazes de se aderirem as células epiteliais,
endoteliais, fatores soltveis do soro, componentes da matriz
extracelular e materiais inertes implantados no corpo do
hospedeiro. Essa adesdo é mediada por componentes presentes
na parede celular, reconhecidas como adesinas (Bernal et
al., 2009). As adesinas sdo consideradas importantes fatores
de viruléncia usados pelos patdgenos durante o processo de
infeccdo, sendo que estdo sendo testadas como potenciais
antigenos em varias formulacgdes vacinais contra doencas
fingicas, entre elas, a enolase 2 fosfo-D-glicerato
hidrolase de Candida albicans (Li et al., 2011), DAB-1 de

Blastomyces dermatitidis (Withrich et al., 2002), e gp43 de
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Paracoccidioides brasiliensis (Travassos e Taborda, 2012).

[012] Atualmente o principal componente antigénico
presente nessa porc¢cdo proteica do complexo peptidico-
polissacarideo de S. schenckii é a glicoproteina 3-
carboximuconato ciclase de 70 kDa, que se une a laminina e
fibronectina (Ruiz-Baca et al., 2009; Teixeira et al., 2009,
Castro et al., 2013). Esta adesina pode apresentar-se com
peso molecular variando de 55 a 73 kD e ponto isoelétrico de
4.33 a 4.85 (Rodrigues et al., 2015). Recentemente foi
demonstrado, que a glicoproteina de 60 kDa, previamente
reportada por Ruiz-Baca e colaboradores (2011) como uma
proteina imunogénica de S. schenckii também presente em S.
brasiliensis (Fernandes et al., 2013) ¢é uma variante
glicosilada da proteina polimbérfica gp70 (Rodrigues et al.,
2015) .

[013] A transferéncia passiva de um anticorpo
monoclonal IgGl (P6E7) especifico contra a gp 70 em
camundongos infectados com S. schenckii (Nascimento et al.,
2005, 2008) e S. brasiliensis (de Almeida et al., 2015) gerou
protecdo em camundongos, confirmada pela diminuic¢do de UFC,
no baco e no figado em relacdo ao grupo controle. Tal fato
tem demonstrado o potencial imunogénico da gp70 e tem
estimulado experimentos visando uma terapia no controle da
infeccdo (Almeida, 2012). Visando a funcdo das adesinas na
patogénese dos fungos, Teixeira e colaboradores (2014)
analisaram o genoma de S. schenckii e S. brasiliensis com
duas bases de dados: ProFasta (prediz proteinas da superficie
celular) e FungalRV (prediz a presenca de adesinas), sendo
identificadas 68 e 54 proteinas de superficie celular para

ambas as espécies respectivamente, e nessa ordem 61 e 63
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proteinas provavelmente com fungdes de adesinas. Porém,
outros estudos protedmicos mais aprofundados precisam ser
feitos para confirmar a presenca e funcdo dessas moléculas
de adesdo na parede celular de ambas as especies.

[014] A resposta imune contra os fungos requer uma
adequada colaboracdo entre o sistema imune 1inato e
adaptativo. As células do sistema imune inato,
particularmente as células fagociticas apresentadoras de
antigenos (APCs) como dendriticas e macrdédfagos s&o capazes
de reconhecer estruturas moleculares conservadas na
superficie dos patdgenos, PAMPs “pathogen - associated
molecular patterns” por meio de receptores de reconhecimento
de padrdo, como os PRR “pattern recognition receptors”
presentes nessas células (Abdelsadik e Trad, 2011).

[015] Os PAMPs presentes no fungo, Ccomo os
carboidratos (B-glucanas), glicoproteinas (mananas), &acidos
nucléicos (DNA e RNA), glicolipideos (lipopolissacarideos),
peptidoglicano, lipoproteinas e outros, sdo reconhecidos
pelo menos por um dos receptores presentes dentre as
quatrograndes familias de PRRs, a saber: 1) receptores de
lectina C (CLRs), como dectina 1, dectina 2, DC-SIGN, mincle
e receptor de manose; 2) receptores semelhantes a NOD
(dominio de oligomerizacdo e ligacdo de nucleotideo), como
o inflamassomo NALP3; 3) receptores scavenger (CD5 e CD36)
e 4) fundamentalmente a familia de “toll like receptor”
(TLR), considerada a maior classe de reconhecimento inato em
vertebrados (Netea et al., 2006; Levitz, 2010, Romani, 2011).
Por outro lado as opsoninas, como as imunoglobulinas,
colectinas e componentes do complemento (C3bi) aumentam o

repertdédrio de reconhecimento antigénico favorecendo a
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internalizacdo e morte dos microrganismos pelos macrdéfagos
(Stuart e Ezekowitz, 2005).

[01l6] De modo geral, a ativacdo dos PRRs desencadeia
uma cascata de eventos intracelulares produzindo a ativacédo
de moléculas co-estimulatdérias como CD40, CD80 e CD86 nas
APCs e a produgcdo de citocinas IL-1, IL-6, TNF-o, IL-12
(Lahiri et al., 2008) e gquimiocinas, cuja funcdo é modular
a reposta antifingica (Goodridge e Underhill, 2007).

[017] Alguns dos PRRs implicados no reconhecimento
de S. schenckii tém sido abordados nos uUltimos anos
identificando-se o papel imunocestimulante dos componentes da
parede deste fungo. Por exemplo, Sasséd e colaboradores (2009;
2012) utilizando camundongos C3H/HeJ deficientes no receptor
TLR-4 avaliaram o papel deste receptor durante 10 semanas de
infeccdo com S. schenckii. A producgdo de 6xido nitrico (NO),
TNF-a0 e IL-10 foi diminuida nos camundongos C3H/Hed,
demonstrando que o TLR-4 estd envolvido no reconhecimento de
fracdes lipidicas na parede celular do fungo. O receptor
TLR-2 também participa no reconhecimento de componentes da
parede celular de S. schenckii, sendo que Negrini e
colaboradores (2013) demonstraram que os macrdéfagos obtidos
de camundongos “knockout” para o receptor TLR-2 (TLR2-/-)
apresentaram diminuicdo tanto na fagocitose como na producédo
de TNF-o, IL-1 B, IL-2 e IL-10 gquando estimulados em cultura
com os antigenos soluveis e lipidicos da parede celular do
fungo, indicando a importancia desse receptor no
reconhecimento de S. schenckii. O mesmo grupo também
demonstrou que a producdo de IL-17 foi independente de TLR-
2 com os animais TLR-2-/-, apresentando alta producdo deste

mediador quando comparados aos animais selvagens, portando
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o receptor TLR-2 (Negrini et al., 2014).

[018] Os macrdfagos, por exemplo, quando ativados
em cultura com componentes da parede celular do fungo
produzem citocinas pro-inflamatdérias como IL-1, IL-6, TNF-o
que estimulam a resposta fagocitica (Carlos et al., 2009) e
liberam compostos intermedidrios do nitrogénio e do oxigénio
com funcdo fungicida (Carlos et al., 2003; Sheisa et al.,
2012) . Fernandes e colaboradores (2008) demonstraram In
vitro a efetividade do NO na eliminacdo das leveduras S.
schenckii, no entanto esse efeito se tornou limitado quando
avaliado em modelo de esporotricose murina. Essa supresséao
da resposta imune contra o fungo foi previamente relatada
por Carlos e colaboradores (2003), onde se evidenciou o papel
do NO com uma forte participacdo na eliminagcdo do S.
schenckii nas primeiras trés semanas da infecc¢do, comprovada
pela diminuicdo do crescimento do fungo no figado e baco.
Por outro lado, entre a quarta e sexta semana de infeccéo,
a alta producdo do NO, estimulada pelo IFN-y e IL-12,
aumentou a suscetibilidade dos animais a infecgdo nos mesmos
6rgdos avaliados (Carlos et al., 2003; Maia et al., 2006).

[019] Atualmente 0s macrdfagos tém sido
classificados em dois grupos: a saber, a via cléassica ou
macréfagos M1, os quais quando ativados pela exposicdo a
IFN-A, TNF-a ou indutores dessas citocinas como os ligantes
de receptores Toll (TLR-2 e TLR-4) (Benoit et al., 2008) e
outros ligantes, expressam na superficie celular MHC 1ITI,
CD86, CD16 e produzem citocinas pro-inflamatdéria e IL-12,
assim como, NO e H»02, polarizando a resposta imune para um
perfil Thl (Correa e Lépez, 2007) e a via alternativa ou M2

que incluem os macrdéfagos M2a estimulados por IL-4/IL-13
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(Mantovani et al., 2007), M2b induzidos por complexos imunes
e M2c os quais sado ativados por hormbénios (Benoit et al.,
2008), IL-10 e TGF-B (Correa e Lbépez, 2007). Os macrdfagos
M2 quando ativados produzem citocinas antiinflamatdérias como
a IL-10 e expressam na sua superficie celular arginina 1,
CD206 e receptor da IL-4 (Murray e Wynn, 2011). Alegranci e
colaboradores (2013) avaliaram o papel dos macrdéfagos M1l e
M2, durante 8 semanas, em modelo murino de esporotricose
experimental, quando estimulados em cultura com um peptideo-
polissacarideo obtido da parede celular do fungo. Os
resultados mostraram predominio da subpopulacao dos
macréfagos M1 entre a primeira e gquarta semana da infeccéo,
evidenciada pela alta producgdo de IL-12 e NO, nesse periodo.
A partir da quarta semana e até o final do modelo
experimental, houve predominio da subpopulacdo de macrbdéfagos
M2 sobre a M1, evidenciado pela alta expressdo do receptor
CD206, da atividade de arginase I e da producédo significativa
de IL-10 e TGF-B, o Qgue sugere a contribuicdo de ambas
populacdes no controle da infeccgdo.

[020] Tradicionalmente, a resposta imune Thl,
produtora de IFN-y e IL-12 tem sido considerada essencial
para conferir imunidade protetora contra fungos, enquanto
que as respostas Th2 mediadas pela IL-4 e IL-5 levam ao
aumento da suscetibilidade a infeccdo por esses patdgenos
(Antachopoulos e Roilides, 2005). J& foi demonstrado o
desenvolvimento de resposta imune celular durante a infeccéo
murina por S. schenckii (Carlos et al., 1992) e,
posteriormente que as respostas Thl e Th2 sdo induzidas de
modo antigeno-especifico contra componentes da parede

celular desse fungo (Maia et al., 2006).

Petici0 870180161315, de 11/12/2018, pag. 29/63



13/41

[021] Células com padré&o Thl7 compreendem um novo
subtipo de célula T que possuem um papel emergente na
imunidade adaptativa para uma variedade de fungos (Romani,
2011), incluindo S. schenckii, conforme demonstrado
recentemente em camundongos infectados com este fungo que
conseguiram eliminar a infeccdo no periodo de 20 dias
caracterizada pela alta producgdo da citocina IL-17 (Ferreira
et al., 2015), confirmando o papel relevante deste subtipo
celular na defesa contra S. schenckii.

[022] A resposta imune humoral, na dependéncia da
quantidade e qualidade dos anticorpos, pode proteger o
hospedeiro contra as infecgdes fungicas de diferentes
formas, seja prevenindo a aderéncia, a neutralizacdo de
toxinas, opsonizando para favorecer o processo de fagocitose
ou mediando a <citotoxicidade celular dependente do
complemento (Pérez et al.,2013). Essas observacdes tém sido
suportadas por diferentes estudos; por exemplo, na
identificacdo de anticorpos protetores e ndo protetores na
infeccdo induzida por Cryptococcus neoformans e Candida
albicans, indicando que a resposta imune humoral contra os
fungos pode gerar anticorpos de variada eficacia (Blanco e
Garcia, 2008; Edwards, 2012). No caso de S. schenckii foi
demonstrado que animais tratados com um anticorpo monoclonal
contra a gp70 antes e depois da infeccdo com o fungo foram
capazes de induzir protecgdo, evidenciado pela diminuic¢do na
carga fungica no bago e o figado (Nascimento et al., 2008).

[023] A escolha do tratamento antifingico para
controlar esta doenca, estd relacionada ao tipo de
manifestacdo clinica desenvolvida pelo paciente. Segundo as

recomendacdes atuais o itraconazol, apesar do seu alto custo,
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continua sendo o farmaco de escolha para o tratamento das
manifestacdes clinicas da esporotricose menos severas, COmMoO
cutédneas fixas e linfocuténeas, onde o tratamento pode durar
4 meses (Kauffman et al., 2007). Porém o itraconazol &
metabolizado no figado pela isoenzima 3A4 do sistema
enzimdtico citocromo P450, uma via enzimdtica comum para
farmacos rotineiramente usados na atencdo primaria, como
digoxina, warfarina, carbamazepina, fenobarbital e outros
medicamentos (Francesconi et al., 2011; Vikram et al., 2014).

[024] O iodeto de potassio, o qual tem preco mais
acessivel e tem sido usado nos paises desenvolvidos com
grande sucesso nas formas cutdneas da esporotricose, também
tem mostrado sérias limitacodes, atribuidas ao
desconhecimento do seu mecanismo de acdo e a alta frequéncia
de reacodes adversas, como alergias, edema pulmonar,
angioderma, mialgia, linfadenopatia, urticéaria, wvasculite,
psoriase pustular, acidose metabdlica e iododerma,
lacrimejamento, expectoracdo abundante, coriza, espirros,
insbnia e problemas tireoidianos (Silva e Pereira, 2009). O
fluconazol, sendo parte do grupo dos azdis como O
itraconazol, devido a menor eficacia é utilizado apenas como
uma opc¢do terapéutica de segunda linha (Francesconi et al.,
20009) .

[025] A terbinafina é pertencente ao grupo das
alilaminas, outro farmaco alternativo ao itraconazol para o
tratamento de formas menos agressivas da esporotricose
devido a sua baixa ligacdo (aproximadamente 5%) com o sistema
enzimatico P450, diminuindo a probabilidade de interagir com
outros farmacos metabolizados por este sistema, como foi

explicado anteriormente, no entanto ainda ndo ha consenso
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sobre a dose e a duracdo do tratamento (Chapman et al., 2004,
Kauffman et al., 2007; Francesconi et al., 2009). A
anfotericina B lipossomal e desoxicolato sdo os farmacos de
escolha junto com o itraconazol para o tratamento de formas
graves da esporotricose, tais «como a osteoarticular,
pulmonar, meningeal e disseminada (Kauffman et al., 2007)
que ocorrem geralmente em pacientes HIV positivos. A terapia
com as diferentes formas farmacéuticas de anfotericina B nos
pacientes imunodeprimidos ¢é dificil devido as reacdes
adversas como a hipocalemia, hipomagnesemia, anemia
normocitica e principalmente nefrotoxicidade (Vikram et al.,
2014) .

[026] Resumidamente, as principais limitacdes das
opgcdes terapéuticas sdo: a longa duracdo do tratamento
associada com um aumento da resisténcia aos farmacos
antifingicos e toxicidade, as interacdes com outros
fadrmacos, o custo excessivo do tratamento especialmente em
pacientes imunocomprometidos que sofrem a forma disseminada
da esporotricose. Tudo 1isso aponta a necessidade de
tratamentos mais eficazes e seguros e a procura de métodos
de prevencdo principalmente, em populacdes de alto risco.

[027] A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem
considerado as vacinas como uma das intervencdes médicas
profilaticas mais eficazes para o controle de doencgas
infecciosas em relacdo custo-beneficio (Pashine et al.,
2006) . O principal objetivo da vacinacdo é preparar o sistema
imune, t&o logo o individuo vacinado se torne hospedeiro,
para responder mais rapida e eficazmente contra um
determinado patdgeno, além de induzir uma memdbdria

imunoldégica de longa duracdo (O'Hagan, 20006).
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[028] As vacinas tradicionais utilizam organismos
inteiros vivos e/ou mortos. As primeiras sdo altamente
imunogénicas e mais eficazes para a inducgdo de protecdo, ja
que a resposta imunoldégica a essas vacinas é muito semelhante
aquela produzida em resposta a infeccdo natural, resultando
em 1munidade humoral (linfécitos B com a producdo de
anticorpos) e celular (linfécitos TCD4+ e 1linfécitos T
citotdxicos, CTLs), mas seu uso esta limitado ©pela
probabilidade potencial de reversdo parcial ou total ao
fenétipo patogénico e causar doenca particularmente em
individuos imunodeprimidos (Moigeon et al., 2001; Coeshott
et al., 2004; Tlaskalovad et al., 2004). Enquanto gque as
vacinas que utilizam organismos mortos sdo menos
imunogénicas e geralmente necessitam de adjuvantes para
gerar a resposta imune desejada. Por outro lado, as vacinas
de nova geracdo que contém componentes antigénicos simples
e mais bem definidos do que as vacinas convencionais, por
exemplo, peptideos sintéticos e proteinas recombinantes sé&o
mais seguras quanto ao uso, porém devido a sua Dbaixa
imunogenicidade, também precisam de um adjuvante para
alcancar o efeito imune desejado (Schijns, 2006).

[029] O termo adjuvante originou-se da palavra
latina adjuvare que significa ajudar. Neste sentido qualquer
substancia que possa amplificar ou intensificar a cascata de
eventos imunoldgicos que compdem a resposta imune pode ser
classificada como adjuvante (Schijns, 2006). O aumento do
interesse em adjuvantes nas Ultimas décadas ocorreu pela
necessidade de estimular a resposta imune frente as vacinas
compostas por subunidades simples e seguras, porém pouco

imunogénicas.
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[030] Até o momento, 0s avangos mais importantes na
vacinologia tém sido obtidos com a prevencdo de doencgas
virais e bacterianas e ndo contra doencas antiparasitarias
e antifingicas (Portuondo et al., 2015). Durante muito tempo,
a falta de —compreensdo nas interacdes auséncia de
visibilidade das infecc¢des fungicas oportunistas e endémicas
tém dificultado o desenvolvimento de vacinas para fungos
(Edwards, 2012). No entanto, a incidéncia de doencas crdnicas
associadas a micoses oportunistas como exemplo, candidiase,
paracoccidioidomicose, aspergilose, e mais recentemente a
esporotricose, tém despertado o interesse no desenvolvimento
desta alternativa terapéutica (Cutler et al., 2006; Lopez-
Romero et al., 2011; Portuondo et al., 2015).

[031] Os adjuvantes podem ser utilizados ©para
melhorar a resposta imune aos antigenos por diferentes
caminhos, incluindo: potencializacdo da imunogenicidade de
imunégenos fracos, aumento da velocidade e duracdo da
resposta imune, modulacdo da especificidade, isotipo e
distribuicdo das sub-classes de anticorpos, estimulando a
resposta de linfécitos T citotdxicos, promovendo a inducgéo
da 1imunidade de mucosa, aumentando a resposta imune de
individuos imunologicamente imaturos ou senescentes,
reduzindo os custos das vacinas pela diminuicdo das doses
dos antigenos e ajudando a controlar a competicdo de
antigenos em vacinas combinadas (Singh e O’Hagan, 2003;
Sivakumar et al., 2011) . Singh e O’ Hagan (2003),
classificaram os adjuvantes de wvacinas em dois grandes
grupos: sistemas de liberacdo e imunopotencializadores. Os
sistemas de liberacédo, tais como microparticulas, emulsdes,

complexos imuno estimulantes (ISCOMs), lipossomas,

Peticio 870180161315, de 11/12/2018, pag. 34/63



18/41

virossomas e particulas semelhantes a virus tém dimensdes
comparaveis aos patdgenos e, portanto, sdo efetivamente
capturados em uma forma mais natural pelas células
apresentadoras de antigeno, facilitando assim a inducé&o de
uma potente resposta imune (Mutwiri et al., 2007, 2011). O
efeito imunopotencializador, como monofosforil lipideo e
derivados sintéticos, muramildipetideo e derivados,
sequencias CpG, lipopetideos, entre outros refere-se a
ativacéo direta sobre as células imunes inatas,
principalmente através dos receptores Toll e outras familias
de receptores (0O’Hagan e Valiante, 2003; Batista- Duharte et
al., 2013, 2014).

[032] Muitos desses adjuvantes imunoldgicos tém
demonstrado estimular uma protecdo eficaz em modelos
murinos, especialmente, contra candidiase, criptococose,
coccidioidomicose, blastomicose, histoplasmose,
paracoccidioidomicose, infecc¢des causadas por Pneumocystis
e, mals recentemente para a aspergilose (Torosantucci et
al., 2005; Pietrella et al., 2010).

[033] Apesar desses avangos, ainda nenhuma vacina
antifingica tem sido aprovada pelas agéncias reguladoras
para imunizag¢do em humanos (Portuondo et al., 2015).
Atualmente, apenas existem duas vacinas antifingicas em fase
clinica, a vacina NDV-3 contra C. albicans e Staphylococcus
aureus formuladas com hidréxido de aluminio e a vacina PEV-
7 contra a vulvovaginite formulada com o adjuvante virossoma
(Portuondo et al., 2015).

[034] Os sais de aluminio, como o fosfato e
hidréxido de aluminio, desde a sua criacdo em 1926 por

Glenny, tém sido os adjuvantes mais amplamente utilizados em
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seres humanos (EMEA, 2004, 2005; Simon e Edelman, 2006;
Aguilar e Rodriguez, 2007). Os sais de aluminio atuam como
um sistema de liberacdo formando um depdsito no lugar da
inoculacdo que fornece o recrutamento de células como
monécitos CDllc+ e células dendriticas. Existem outras
evidéncias gque sugerem que o aluminio produz necrose celular,
resultando na producgdo de acido urico, ativando os “NOD like
receptor” como o NLRP3 e que este complexo seja importante
no efeito imunoestimulante do aluminio (Franchi L et al.,
2008; Coffman et al., 2010). Muitos adjuvantes, incluindo o
hidréxido de aluminio estimulam o sistema imune, induzindo
irritacdo local e necrose (Batista-Duharte et al., 2014).
Embora os sais de aluminio sejam amplamente utilizados, sua
principal limitacdo é que induzem uma forte resposta imune
Th2, com producdo de anticorpos IgE que estdo associados as
reacgdes de hipersensibilidade, e além disso, a resposta imune
é de curto prazo (Garcon et al., 2011).

[035] Dentre os estudos pré-clinicos de vacinas
existem diferentes objetivos: 1) garantir uma formulacéo
vacinal eficaz e segura. Para isto é importante a selecdo de
antigenos apropriados para gerar uma adequada
imunogenicidade ©protetora. 2) a selecdo do adjuvante
adequado que permita um oétimo balan¢go na estabilidade,
imunopotenciacdo e baixa toxicidade com os antigenos que séo
formulados com ele (WHO, 2013).

[036] Conforme a Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMEA) a avaliacdo da formulacdo antigeno-adjuvante deve ser
feita comparativamente na presenga ou na auséncia do
adjuvante (EMEA, 2004). Por exemplo, para as formulacdes que

utilizam o adjuvante hidrdéxido de aluminio ou adjuvantes de
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natureza particulada, recomenda-se avaliar a cinética de
adsorcdo/desorcdo do complexo antigeno adjuvante (Lindblad,
2004; EMEA, 2004, 2005). Outro objetivo é demonstrar o efeito
da vacina sobre a resposta imune utilizando modelos in vitro
ou in vivo (Mastelic et al., 2013). Para isto é importante
determinar a estimulacdo da imunidade inata e especifica
incluindo estudos de citocinas pro-inflamatdérias, resposta
Th1/Th2/Thl7, os niveis de anticorpos especificos, estudos
funcionais associados aos mecanismos de defesa demonstrados
contra o microrganismo em questdo (Garcon et al., 201la).
Outro objetivo é estudar a seguranca da formulacdo através
de estudos in vitro para determinar a citotoxicidade direta
do candidato vacinal sobre as células e também estudos in
vivo como a tolerdncia local no sitio de inoculacdo que pode
ser avaliada durante o préprio estudo da imunogenicidade
(EMEA, 2004, 2005). Estudos mais especificos de toxicidade
sdo geralmente realizados em etapas mais avancadas (Garcon
et al., 2011b).

[037] Uma vez alcancadas as evidéncias de
imunogenicidade e seguranca, devem ser realizados ensaios de
protecdo utilizando modelos de infecgdo padronizados para
garantir uma adequada avaliacdo da capacidade profildtica ou
terapéutica do produto em estudo (Mastelic et al., 2013). Os
estudos pré-clinicos devem combinar ensaios in vitro e in
vivo, primeiro em modelos murinos, geralmente camundongos,
e depois se possivel, em outras espécies animais antes de se
passar aos ensaios em humanos (WHO 2003; EMEA 1997, 2005;
Vecchi et al., 2011; Garcon et al., 2011b).

[038] Devido a necessidade atual de buscar

alternativas terapéuticas mais efetivas contra S. schenckii,
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somado a evidéncia de gque a enolase deste fungo foi
responsavel, em parte, da protecdo alcancada em camundongos
desafiados com S. schenckii 16345 ATCC, a presente invencdo
surge com a possibilidade de usar a enolase obtida por via
recombinante e formulada com o hidréxido de aluminio num
modelo de infeccdo sistémica de esporotricose em uma
formulacdo vacinal. Os resultados obtidos s&do promissdrios
e além de evidenciar o uso potencial da tecnologia para fins
terapéuticos e/ou preventivo contra a esporotricose, também
poderdo abrir novos caminhos para futuras preparacdes
vacinais contra doencas de interesse na saude publica.

ESTADO DA TECNICA

[039] O documento intitulado "“A cell wall protein-
based vaccine candidate induce protective immune response
against Sporothrix schenckii infection”, demonstrou que o
soro obtido de camundongos imunizados com uma formulacdo
vacinal composta por nove proteinas isoladas da parede
celular do fungo S. schenckii ATCC 16345 e o adjuvante
hidréxido de aluminio reagiu contra duas (2) dessas
proteinas. Uma proteina de 71 kDa nédo identificada
funcionalmente e outra de 47 kDa identificada como enolase
presente nas cepas S. schenckii ATCC 58251, S. schenckii
1099-18 e S. brasiliensis 5110. Nesse documento esse soOro
imune conferiu protecdo quando transferido passivamente a
camundongos desafiados com o fungo S. schenckii ATCC 16345.
Esse resultado evidenciou pela primeira vez o efeito
imunogénico da proteina enolase de S. schenckii e sua
possivel contribuicdo na protecdo em camundongos desafiados
com o fungo. Entretanto, a presente invencdo difere de tal

documento pelo fato da formulagdo vacinal composta pela
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proteina enolase obtida por via recombinante e ndo com uma
formulacdo composta por varias proteinas nativas do fungo,
com a finalidade de conseguir quantidade suficiente desta
proteina para a realizacdo dos ensaios propostos. A
tecnologia do DNA recombinante garante que uma sequéncia de
DNA codificadora da proteina de interesse seja produzida em
grande escala utilizando Dbactérias ou leveduras como
biorreatores, no presente caso para fins vacinais. Os
experimentos realizados contidos na presente 1invencéo
demonstraram que a enolase recombinante foi obtida com alta
pureza e um peso molecular de 45 kDa préximo ao de 47 kDa
previamente detectada em tal documento. Além disso, os
resultados da presente invencéo demonstraram que a
formulacdo vacinal assim constituida (HA+rSsEnol00) conferiu
protecdo em camundongos desafiados com o fungo.

BREVE DESCRICAO DA INVENGCAO

[040] A presente invencdo tem por objetivo propor
uma formulacdo vacinal compreendendo uma proteina enolase de
Sporothrix schenckii, obtida por via recombinante purificada
e associada ao adjuvante hidréxido de aluminio. Tal
formulacdo induz altos titulos de anticorpos antigeno
especificos contra a proteina alvo, enolase recombinante -
rSskEno, e um perfil de resposta imune Thl/Th2/Thl7, indicando
seu uso na terapia profilatica da esporotricose,
especialmente contra o fungo S. brasiliensis, considerado o
mais patogénico dentro do complexo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[041] Para obter uma total e completa visualizacéo
do objeto desta invencédo, sdo apresentadas as figuras as

quais se faz referéncias, conforme se segue:
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[042] A FIG. 1 mostra graficamente a resposta de
anticorpos IgG contra a rSsEno. Cada grupo de camundongos
Balb/C (n=5) recebeu duas doses das formulacdes vacinais
indicadas por via subcutdnea com intervalo de 14 dias, e
sete dias apds a segunda imunizacdo foi determinado no soro
de cada animal o titulo de anticorpos IgG contra a rSsEno.
A significéncia estatistica foi determinada por ANOVA e pelo
teste de comparacdes multiplas de Tukey com intervalo de
confianca de 95 %. Letras distintas representam diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos (p < 0,05).

[043] A FIG. 2 mostra graficamente a quantificacéo
das citocinas IL-10, IL-4, IFN-y e IL-17. Cada grupo de
camundongos Balb/C (n=5) recebeu duas doses das diferentes
formulagdes indicadas por via sc com intervalo de 14 dias,
e sete dias apds a segunda imunizacdo, as células dos animais
foram obtidas e estimuladas com rSsEno (20 ug/mL), como
controle negativo do teste, o RPMI, e controle positivo, o
LPS. A significéncia estatistica foi determinada por ANOVA
e pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey com intervalo
de confianca de 95 %. Letras distintas representam diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos (p < 0,05).

[044] A FIG. 3 mostra graficamente a protecéo
conferida pela formulacdo HA+rSsEnol00. Cada grupo de
camundongos Balb/c (n=5) recebeu duas doses das diferentes
formulagcdes indicadas por via sc com intervalo de 14 dias,
e sete dias apds a segunda imunizacdo os animais foram
desafiados por via ip com 1x10¢ leveduras de S. brasiliensis
Ss250 e apds cinco dias, o bagco (A) e o figado (B) foram

extraidos para determinacdo das UFCs. O grupo controle de

infeccdo (CI) foi infectado com a mesma carga fungica por
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via ip. A significéncia estatistica foi determinada por ANOVA
e pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey com intervalo
de confianca de 95 %. Letras distintas representam diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos (p < 0,05).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[045] A presente invencéo refere-se a uma
formulacdo vacinal compreendendo uma enolase recombinante da
parede celular do Sporothrix schenckii, a qual é purificada
e associada ao adjuvante hidréxido de aluminio para uso na
terapia profildtica da esporotricose, especialmente contra
o fungo S. brasiliensis, considerado o mais patogénico dentro
do complexo. A referida formulagdo vacinal induz altos
titulos de anticorpos antigeno especificos contra a proteina
alvo, enolase recombinante (rSsEno) e um perfil de resposta
imune Thl/Th2/Thl7.

[0406] Conforme mencionado, a enolase é obtida por
meio de tecnologia recombinante da seguinte maneira:

Transformacdo da bactéria Escherichia coli DH5a com o

plasmideo recombinante pET28a::SsEno

[047] Uma suspensdo de células competentes DHb5aq,
estocadas a — 80°C foi retirada e transferida para um tubo
eppendorf de 1,5 mL e mantida durante aproximadamente 15 min
em banho de gelo. Transcorrido esse tempo foi adicionado 2
nl do pET28a::SsEno a 100 pl das células DHS5x em condigdes
estéreis em fluxo laminar e incubada durante 30 min em gelo.
Apbds desse tempo, a mistura foi submetida a choque térmico
intercalando a incubacdo em banho de &gua a 42° C por 2 min
com banho de gelo por 2 min. Apds este periodo foi adicionado
600 pL de meio Liquido Lysogeny broth (LB, 10 g de peptona,

5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, por litro de
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solugdo a pH 7,0) e as células foram deixadas crescer a
temperatura de 37° C por 45 min a 200 rpm. Apds esse periodo
de crescimento, a cultura foi centrifugada a 2500 rpm durante
2 min & 25° C, o sobrenadante descartado e o pellet
ressuspendido em 600 mL de meio LB. Aliquotas de 100 pL foram
plaqueadas em placas Petri (5 placas) contendo 20 mL de meio
agar LB 1,5% (15 g de &agar, 50 pg do antibidético kanamicina
por cada litro de meio LB liquido) e apds de seladas com
parafilm foram incubadas por um periodo de 12 a 16 horas na
estufa a 37° C. O plasmideo pET28a::SsEno contém um gene de
resisténcia a kanamicina que permite selecionar as bactérias
transformadas, ou seja, que receberam o plasmideo.

Purificacdo do plasmideo pET28a::SsEno propagado nas

células E. coli DHb5«.

(048] Apbs o periodo de incubacdo, os clones
considerados positivos foram transferidos individualmente
para tubos estéreis de 15 mL contendo 5 mL de meio liquido
LB suplementado com o antibidético kanamicina (50 pg/mL). O
indéculo permaneceu incubado no periodo entre 12 a 16 horas
no shaker a 200 rpm e 37° C. A extracdo e purificacdo do DNA
plasmidial pET28a::SskEno foi realizada através do Kit
IlustraTM plasmidPrep Mini Spin de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A autenticidade do DNA
palsmidial do vetor pET28a::SsEno propagado e purificado a
partir das células E. coli DHba foi confirmado por
sequenciamento e analisada através da ferramenta BLAST.

Inducdo da expressdo da enolase recombinante na

bactéria E. coli BL21

[049] O procedimento empregado na transformacdo de

células competentes de E. coli BL21 foi o mesmo descrito na
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transformacdo de células DH5«. Apds o periodo de
transformacdo, uma coldnia da <cepa E. coli BL21 foi
transferida para um frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio liquido LB suplementado com antibidético kanamicina
(50 mg/mL). A cultura foi deixada crescer no shaker sob
agitacdo de 200 rpm durante 16 horas a 37° C. Apds esse
periodo 15 mL da cultura foi transferida para outro frasco
Erlenmeyer de 2 L contendo 1 litro do mesmo meio suplementado
com o antibidtico e incubado nas mesmas condigdes de
temperatura e agitacdo até atingir a densidade ética DOegoo de
0,6 (este intervalo de DO se corresponde a fase logaritmica
de crescimento da cepa E. coli BL21). Depois de atingido o
crescimento celular, a temperatura foi baixada a 30° C e a
expressédo da enolase recombinante SsEno foi induzida através
da adicéo de 0,2 mM de IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside), sendo a cultura incubada por 4 horas
a 200 rpm. Apds a inducdo a cultura foi centrifugada a 8000
rpm durante 10 min a 4° C e o pellet resultante coletado foi
transferido para um béquer contendo 20 mL do tampdo A de
lise (fosfato de sdédio 20 mM, cloreto de sdédio 500 mM e
imidazol 20 mM, pH 7,4) acrescentado com 10 pL (5 U) de DNase
e 30 pg/mL de lisossima. A suspensédo foi incubada durante 30
min e ao término deste tempo a suspensdo celular foi
submetida a lise celular por sonicagcdo nas condigdes a
seguir: 30% de amplitude, 5 segundos PULSE ON e -59 segundos
de PULSE OFF.

[050] Em seguida o extrato bruto proveniente das
células lisadas foi centrifugado a 17000 rpm durante 20 min
a 4° C. O pellet foi descartado e o sobrenadante que continha

a proteina recombinante foi filtrada em membrana hidrofilica
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de 0,45 um e em seguida a SsEno foi purificada por dois
passos cromatograficos: cromatografia de afinidade ao Ni?f e
por cromatografia de exclusdo molecular, ambos procedimentos
descritos a seguir.

[051] Cabe ressaltar gque uma aliquota de 1 mL
retirada da cultura antes e apdés da inducdo com IPTG foi
centrifugada a 2500 rpm por 2 min e os pellets resultantes,
foram individualmente ressuspendidos em 50 ul de tamp&o azul
de corrida SDS-PAGE e congelados a -20°C. Ambas as aliquotas
serviram como controles de inducdo e ndo inducdo da enolase
recombinante.

Purificacdo da proteina recombinante rSsEno por

cromatografia de afinidade e exclusdo por tamanho.

[052] O sobrenadante filtrado foi inserido numa
coluna de afinidade HisTrap contendo no seu interior uma
matriz de niquel-sefarose, dgque se baseiam em esferas de
agarose contendo em sua superficie ions Ni?* imobilizados. O
aminodcido de histidina apresenta uma alta afinidade pelos
ions Ni?* presentes na resina, deste modo a cauda de histidina
contida na proteina recombinante SsEno permitiu a
purificacdo desta proteina por afinidade a esse ion. A
eluicdo da proteina SskEno foi realizada com 10 mL do tampédo
B (NaPOs 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 500 mM, pH 7,4). A
separacdo se deu em duas etapas primeiro com 4 mL e depois
com 6 mL. Ambas as amostras foram avaliadas por SDS-PAGE e
constatou-se a presenca da proteina na fracdo de 6 mL que
foi conduzida a etapa de polimento por cromatografia de
exclusdo por tamanho. A cromatografia de exclusdo molecular
foi conduzida em coluna Superdex 200 pg 16/60 acoplada a um

sistema HPLC preparativo previamente lavada com adgua Milli-
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Q durante duas horas e pré-equilibrada com tampdo Tris-HC1
25 mM, 100 mM de NaCl e 2 mM de PR-mercaptoetanol, pH 7.5,
sendo que a proteina foi eluida nesse mesmo tampdo. Os
eluatos foram coletados em fracdes de 1 mL empregando-se uma
velocidade de fluxo de 1 mL/min. As fracdes contendo a
proteina recombinante foram reunidas e concentradas através
de tubos de filtracdo Amicon® Ultra-15 de 3 K conforme as
orientacdes do fabricante e dialisadas contra PBS 7,2-7,4.
O coeficiente molecular da enolase 5,4620x10¢% e seu peso
molecular de 47584 Da foram utilizados para calcular a
concentracdo proteica desta proteina utilizando o valor da
absorbéncia do extrato proteico determinada em
espectrofotédmetro UV-Vis a 280 nm. Todas as etapas de
producdo e purificacdo da proteina foram acompanhadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

[053] Finalmente para atestar a integridade
estrutural da proteina avaliou-se a estrutura secundéria por
meio de dicroismo circular (CD). Os ensaios de CD foram
realizados em um a J-815 espectropolarimetro acoplado a um
sistema Peltier PFD 425S para controle da temperatura. A
rSskEno foi testada em tampdo Tris-HC1l (pH=7.5), 100 mM de
NaCl e 2 mM de B-mercaptoetanol na concentracdo de 4 pM. Em
adicdo, para melhor compreender o estado oligomérico da
proteina recém-sintetizada foram realizados ensaios de
cromatografia de exclusdo molecular analitica (CEMa) em
coluna Superdex 200 GL 10/30 acoplada a um AKTA Prime Plus
e equilibrada com tampdo Tris-HC1l (pH=7.5), 100 mM de NaCl
e 2 mM de PB-mercaptoetanol.

Extracdo de ©proteinas da superficie celular dos

Ss16345 e Ss250
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[054] As PSC da cepa Ss16345 e do isolado de gato
Ss250 foram extraidas na fase logaritmica de crescimento
seguindo o protocolo descrito por Castro e colaboradores
(2013) com modificacdes (Portuondo et al., 2016). As
leveduras de ambos 0s fungos foram obtidas como
anteriormente, sé gque um inoculo inicial para Ss16345 foi de
2x108 leveduras e de 2x10° leveduras no caso de Ss250, ambo
0s 1indéculos para 1 litro de meio BHI em frascos Erlenmeyer
com capacidade de 2000 mL afim de obter quantidade necesséaria
de massa celular para o procedimento de extracdo das
proteinas. As culturas se deixaram crescer entdo durante 5
dias nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Ao
término desse tempo, ambas as culturas foram centrifugadas
a 1000 x g durante 10 minutos e lavadas trés vezes com 25mM
de Tris-HCl pH 8,5 gelado. Em seguida, os pellets celulares
correspondentes a cada fungo foram lavados trés vezes com
tampdo Tris-HCL 25 mM, pH 8.5. Os sobrenadantes foram
descartados e os pellets ressuspendidos individualmente no
mesmo tampdo acrescentado com 2 mM de Ditiotreitol (DTT), 1
uM de PMSF e 5 mM de EDTA. As suspensdes celulares foram
mantidas sob agitacdo leve, durante 3 horas a 4°C.
Transcorrido esse tempo, os sobrenadantes foram separados
por centrifugacdo e entdo filtrados com membrana de
porosidade de 0,20 um. O filtrado de cada sobrenadante
contendo as PSC de Ss16345 e Ss250 foram dialisados contra
dgua destilada a 4°C durante 48 horas com trocas de agua a
cada 12 horas e em seguida concentrado 100 vezes com sistema
a vacuo Amicon utilizando uma membrana de celulose YMI10
(Milipore) e posteriormente com tubos de filtracdo Amicon®

Ultra-15 de 3 K conforme as orientacgdes do fabricante. O
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extrato de proteinas de cada fungo foi aliquotado e estocado
a -20° C. A dosagem de proteinas foi realizada pelo o método
do acido bicinconinico (BCA), segundo as orientacdes do
fabricante, utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
padrdo de proteinas. Esse método baseia-se na reducdo do
cobre II pelas proteinas, em meio alcalino, produzindo o
cobre I e formando um complexo com o BCA o gqual apresentam
a maxima absorbdncia a 562 nm.

Separacdo de proteinas por SDS-PAGE

[055] As PSC obtidas de Ss16345 ou Ss250 assim como
as amostras de proteinas obtidas em cada etapa do processo
de expressdo e purificacdo da rSsEno foram caracterizadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo
a técnica descrita por Laemmli (1970). A preparacdo do gel
separador e de empilhamento foi realizada conforme os volumes
dos reagentes descritos na Tabela 1 a seguir:

Tabela 1: Reagentes e volume para o preparo dos géis

da eletroforese.

Gel Gel de
Componentes separador | empilhamento
12% (mL) 5 % (mL)
Agua 6.6 2.7
Acrilamida/bis-acrilamida 30% 8 0.67
Tris-HC1 (pH 8.8) 1,5M 5.00 -
Tris-HC1 (pH 6.8) 0,5M - 0.5
Deodecil sulfato de sdédio (SDS) 10% 0.2 0.04
Persulfato de aménio 10% 0.2 0.004
TEMED 0.008 0.004
[056] As amostras de proteinas contendo a rSsEno e

o marcador de peso molecular de proteinas foram diluidas em
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tampdo da amostra “Lane Marker Sample Buffers”, contendo 0,3
M Tris-HCL, 5 % SDS, 50 % glicerol, 100 mM de DTT e corante
rosa na proporcdo de 16 pl do tampdo da amostra/ 64 pl das
amostras. Apds, aquecidas a 100°C por 5 minutos, e
depositadas nos pocos do gel da eletroforese, a corrida foi
realizada a temperatura ambiente em cuba de eletroforese em
placas mini-gel (10x8) aplicando-se 100 VvV  durante
aproximadamente 2 horas até que as amostras atingissem 0,5
cm do final do gel. O marcador de peso molecular continha a
Apoferritina (480 kDa), y-Globulina (160 kDa); 3), BSA (67
kDa/), anidrase carbdnica (29 kDa) e Citocromo C (12 kDa).
O tampdo da cuba constituiu-se de Tris base 0,25 M, glicina
2 M e SDS 1 %. Os géis foram corados com prata e Comassie
blue ou prata conforme o procedimento descrito na Tabela 2
a seguir:

Tabela 2: Coloracdo com nitrato de prata

Coloragdo com Tempo
Solucgéao
nitrato de Prata (minutos)

50% Metanol/etanol e 5% de
Fixacdo 20
dcido acético em &agua

Lavagem 50% Metanol/etanol em agua 10
Lavagem Agua bidestilada 5
Lavagem Agua bidestilada 20
Sensibilizacéo 0,025% Na2S03 em agua 1
Lavagem (2x) Agua bidestilada 1
Coloracéo 0,15% AgNO3em agua gelada 20
Lavagem (2x) Agua bidestilada Rapido
3% Na2C03 e 0,05 % de
Revelacdo
formaldeido em &gua
Interrupcdo (3x) |5 % de acido acético em &agua
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o)

Estoque 1 $ de acido acético a 4°C

Ensaio de immunoblot

[057] As PSC de Ss16345 e Ss250 assim como a rSsEno
foram dissolvidas em tampdo de amostra Lane Marker Sample
Buffers e submetidas a SDS-PAGE. Apdés a eletroforese, os
géis de cada amostra foram transferidos para membranas de
nitrocelulose de 0,45 um, recobertos com papel de filtro e
comprimidos com esponjas de poliuretano. Todos os materiais
foram previamente embebidos em tampdo de transferéncia
bicarbonato de sédio e metanol pH 9,9 e em seguida encaixados
em placas acrilicas perfuradas e mergulhadas na cédmara de
transferéncia contendo o mesmo tampdo. A transferéncia foi
feita durante 5 h com amperagem constante de 0,4 mA a 4° C
em cadmara de transferéncia para mini-gel 10x8 cm. As
membranas de nitrocelulose contendo as PSC de Ss16345, Ss250
e a r3skEno foram cortados em tiras e incubadas com solucédo
bloqueadora (BSA 5% em TBS-T, que contém 50 mM de Tris
Base,150 mM de NaCl e 0,1% de Tween 20) por 4 horas. O soro
anti-rEno proveniente dos camundongos imunizados com a
rSsEnol00 foi colocado 1individualmente sobre as tiras e
deixados sob agitacdo, durante 16 horas a temperatura
ambiente. Como controle negativo foi utilizado sCNI, ambos
os soros foram diluidos 1/50 em TBS-T. Transcorrido esse
tempo, as tiras foram lavadas com PBS trés vezes, com trocas
a cada 10 minutos, para a retirada do excesso do soro. Entdo,
foram incubadas por 2 horas com conjugado imunoenzimatico,
soro anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase na
diluicédo de 1/500 em PBS. O excesso de conjugado foi retirado
com novo ciclo de lavagens. Para evidenciar os complexos

antigenos-anticorpos formados, foi acrescentado o substrato
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crombégeno, que consistiu de 0,005 g de diaminobenzidina
diluida em 30 mL de PBS acrescidos de 150 plL de perdxido de
hidrogénio no momento do uso. A reacdo fol interrompida com
dgua destilada.

Ensaio de imunorreatividade do soro anti-rSsEno com as

leveduras dos fungos

[058] Para este ensaio, 5 mL de uma suspenséo
celular de leveduras de Ssl16345, Ss1099-18, Ss250 e Ss256
foi centrifugada a 1000 x g durante 5 min a 4°C. Apds, os
pellets celulares foram lavados duas vezes em PBS na mesma
condicdo anterior e em seguida foi filtrado através de 38
camadas de gaze estéril contida numa seringa estéril para a
obtencdo de uma suspensdo contendo apenas leveduras,
confirmada visualmente por microscopia odptica. Apds,
aliquotas de 100uL contendo 106 leveduras de cada fungo foram
transferidas para tubos eppendorf e incubadas por 1 h a 37°C
com soro anti-rSsEno ou com sSCNI como controle da marcacéao
inespecifica, todos diluidos 1:50 em PBS. Em seguida, as
suspensdes foram lavadas como acima, ressuspendidas em 100uL
de PBS e entdo incubadas por 1 h a 37°C com um anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo obtido em coelho e
conjugado com FITC diluido 1:50. As amostras foram lavadas
mais duas vezes para remocdo dos anticorpos ndo ligados e
entdo adquiridas no citdémetro de fluxo BD Accuri C6 e
analisadas usando o software proprietario do equipamento. O
limiar de aquisicdo das amostras foi ajustado para 50.000 no
pardmetro FSC-H (“forward scatter — height”) para exclusdao
do debri e pelo menos 60.000 eventos foram efetivamente
incluidos em cada andlise. A ligacdo dos anticorpos presentes

nos soros testados a superficie das leveduras foi avaliada
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pela mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI).

Preparacgdo da Formulacdo

[059] Para a preparacdo da referida formulacdo, uma
concentracdo de 1 mg do rSskEno /0,9 mL de PBS foi misturada
com 0,1 mL de hidrdéxido de aluminio (A1 (OH)s3) a 2% na forma
de uma suspensdo coloidal estéril, livre de pirdgenos e com
um contetido de Al3* entre 9-11 mg/mL, ressuspendido em PBS.
A mistura antigeno/adjuvante foi mantida sob agitacdo leve
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Imunizacdo e Eutandsia

[060] Foram definidos trés grupos de camundongos
contendo cinco animais por grupo para serem imunizados pela
via subcuténea. Os animais foram imunizados com 100 pL das
formulacdes, conforme descritas na Tabela 3, sendo
administradas no dia 0 e no dia 14 administrada uma dose
reforco. No dia 21 foi realizada a eutandsia dos animais e
coleta do sangue.

Tabela 3: Distribuicdo dos grupos de camundongos

imunizados por via subcutdnea (n=5 por grupo).

Grupos
Formulacdes administradas
experimentais

Grupo 1 PBS (pH 7.2 - 7.4)
Grupo 2 1 mg de rSsEno /mL PBS (rSsEnol00)

1 mg de rSskEno /mL PBS + 0,1 mL de HA
Grupo 3

(HA+rSsEnol00)

Obtencdo do soro dos camundongos

[061] Conforme mencionado acima, sete dias apds a
GUltima imunizacdo foi extraido o sangue de todos os
camundongos apds a eutanadsia. O procedimento de extracdo foi

feito por puncdo cardiaca com seringa e agulhas descartéveis.
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O sangue total foi acondicionado em tubos de microcentrifuga
estéreis de 1,5 mL e incubado em estufa a 37 °C por 20
minutos. Em seguida foram centrifugados a 117 xg por 10
minutos, os soros colhidos e transferidos para outros tubos
estéreis e armazenados a -20 °C até o momento do uso para a
quantificacdo de anticorpos IgG anti-rSsEno.

Detecgdo de IgG Total anti-rSsEno no soro dos

camundongos imunizados

[062] O soro dos animais de cada grupo experimental
foi utilizado para a quantificacdo de anticorpos IgG totais
especificos anti-rSsEno. Foram adsorvidas microplacas de 96
pocos com 1lug/mL de ssEno diluidas em PBS (100 uL/pocgo) e
incubadas por 18 horas a 4 °C. As placas foram lavadas trés
vezes com PBS contendo 0,2 % de Tween-20 (PBS-T) em lavadora
e em seguida bloqueadas com 200 pL/poco de tampdo de bloqueio
(5% de leite em PBS-T 0.2%) durante 1 hora a temperatura
ambiente.

[063] A placa foi lavada e diluig¢des do soro 1/200
em tampdo de Dbloqueio, foram adicionadas aos pogos e
incubadas duas horas em estufa a 37 °C. Transcorrido esse
tempo a placa foi lavada e, entdo adicionado 100 pL do
conjugado marcado com peroxidase (1/1000) em tampdo de
bloqueio. Apds incubacdo de 1 hora a 37 °C, e uma nova
lavagem foi <realizada e entdo adicionado o substrato
3,3'",5,5"-tetrametilbenzidina e deixado por 30 minutos a
temperatura ambiente na auséncia de luz. A reacdo foi
interrompida com 50 pL de H»SOs4 2N, e a densidade 6tica (DO)
foi lida a 450 nm utilizando leitor de ELISA UV/visivel de
microplacas. A leitura final foi realizada em duplicata e a

média determinada.
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[064] Como pode se observar na FIG. 1, a producédo
de anticorpos IgG contra a rSsEno foi alcancada tanto nos
camundongos imunizados com apenas esta proteina quanto nos
animais imunizados com ela formulada com HA evidenciando a
capacidade imunogénica da enolase de gerar resposta imune
sozinha. ©No entanto, como esperado, esta resposta de
anticorpos foi estatisticamente superior na formulacdo
HA+rSsEnol00.

Obtencdo dos macrbéfagos peritoneais dos grupos

vacinados e estimulacdo com a rSsEno

[065] Todos os animais vacinados foram inoculados
com 3,0 mL de tioglicolato de sdédio a 3,0% trés dias antes
de serem eutanasiados em cdmara de COz. Em seguida a pele da
regido abdominal de cada camundongo foi retirada
assepticamente em cdmara de fluxo laminar Classe 100 e o
peritdnio exposto. Posteriormente foram inoculados 5,0 mL de
PBS gelado na cavidade abdominal que foi massageada para a
liberacdo das células peritoneais. O ligquido peritoneal
resultante foi coletado com seringa e agulha, transferido
para um tubo cbnico estéril com capacidade de 15 mL e
centrifugado a 1500 x g durante 5 minutos e o sedimento
celular foi lavado trés vezes com 3 mL de PBS. Apds a Ultima
lavagem, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de
cultura RPMI-1640 contendo 2P-mercaptoetanol, penicilina 100
U/mL, estreptomicina 100 U/mL, L-glutamina 2mM e 5% de soro
fetal bovino (SFB), sendo o meio assim composto designado de
RPMI-1640 completo (RPMI-1640-C). A suspensdo celular foi
contada em cdmara de Neubauer e ajustada a 5x105/mL em RPMI-
1640-C e entdo 0,1 mL dessa suspensdo foi transferida para

placas de cultura de 96 pocos e incubadas em estufa a 37°C
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com 5% de CO2 durante 2 horas para a aderéncia dos macrdfagos.
Em seguida, os sobrenadantes foram descartados com o intuito
de retirar as células nédo aderentes e um novo meio de cultura
foi adicionado na proporcédo de 1:1 com uma solucdo da rSsEno
(20 ng/mL) . As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em
estufa com tensdo constante de 5% de COz2. Ao término desse
tempo, os sobrenadantes obtidos foram centrifugados a 4°C
durante 10 min a 14000x g, aliquotados e estocados a -80°C
até o momento da dosagem da citocina IL-10.

Obtencdo dos esplenbécitos dos grupos vacinados e

estimulacdo com a rSsEno

[066] Apds a extracdo das células peritoneais, o
peritdnio foi aberto para a extracdo do bagco. O mesmo foi
fragmentado com auxilio de pinca anatdmica em placa de Petri
estéril contendo 2,0 mL de RPMI-1640-C gelado para a
liberacdo das células. O contetdo da placa contendo a
suspensédo celular foi aspirado e transferido para um tubo
cbnico estéril de 15 mL. As hemdcias foram lisadas com NH4Cl
e a suspensdo foi lavada trés vezes em PBS estéril a 700xg
por 5 min a 4°C. Apds a ultima lavagem as células foram
ressuspensas em 1 mL de meio RPMI-1640-C e contadas em cémara
de Neubauer pela técnica de exclus&do com azul de Trypan a
0,04%. A concentracdo das células foil ajustada para 5x10°
células/mL em RPMI-1640-C para a realizacdo dos testes
propostos.

[067] As suspensdes celulares ajustadas para 5x10°
células/mL, obtidas de cada animal foram distribuidas em
placas de cultura de tecidos de 48 pocos na proporcgdo de 1:1
com solugdo da rSsEno (20ug/mL) ou Concanavalina A (0, 5ug/mL)

como controle positivo ou apenas com o meio RPMI-1640C como
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controle negativo e incubadas a 37°C por 24 horas em estufa
com tensdo constante de 5% de CO2. Em seguida, o0s
sobrenadantes obtidos foram centrifugados a 4°C durante 10
min a 14.000 x g, aliquotados e estocados a -80°C até o
momento da dosagem das citocinas e IFN-y, IL-4 e IL-17.

Ensaio imunoenzimdtico (ELISA) para deteccdo da

producdo de citocinas

[068] A citocina IL-12 foi quantificada no
sobrenadante das culturas de macrdéfagos estimuladas com a
ssEno e as citocinas IFN-vy, IL-4 e IL-17 foram quantificadas
no sobrenadante da cultura de esplendcitos estimulados com
a solucdo de antigeno (PSC).

[069] Todos os procedimentos foram feitos conforme
as 1instrucdes dos fabricantes. Basicamente, placas de 96
pocos foram recobertas com 100 pL/poco de solucdo contendo
anticorpos purificados de captura, diluidos em tampao
apropriado. As placas foram incubadas a 4°C por 18 horas.
Apds a incubacdo, foram realizadas trés lavagens com solucgdo
PBS-Tween 20 (0,05%) e as placas foram incubadas com 200
pL/poco de solucdo de bloqueio (PBS contendo 10% SFB) durante
1 hora a temperatura ambiente. As placas foram novamente
lavadas por trés vezes e adicionou-se o padrdo e 100 pL/poco
das amostras (sobrenadante). As placas foram incubadas por
2 horas a temperatura ambiente. Apbds o tempo de incubacéao,
as placas foram lavadas por cinco vezes e incubadas com 100
uL/poco com anticorpo anti-citocinas (anticorpo biotinilado
mais Streptavidina-peroxidase) por 1 hora a temperatura
ambiente. Novamente as ©placas foram lavadas e foram
adicionados 100 uL/poco da solucdo do substrato. Desta vez,

as placas foram incubadas sob protecdo da luz durante 30
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minutos. Apbds o tempo determinado a reacgdo foi interrompida
com a adicdo de 50 uL/poco de uma solucdo de H2S0s4 2N. A
absorvancia foi lida a 450 nm em um leitor de microplaca e
as concentracgdes das citocinas foram calculadas por meio de
uma curva padrdo de concentracdes conhecidas das citocinas
em questdo. Os resultados foram expressos em pg/mL.

[070] Como pode se observar na FIG. 2 (A, B, C e
D), a induc¢do das proteinas IL-10, IFN-y, IL-4 e IL-17 né&o
foi detectada na cultura de macrdéfagos ou esplendcitos,
respectivamente estimulada com a rSsEno, sendo também
evidente este resultado na estimulagcdo de IL-10 para a
formulacdo HA+rSsEnol00 (FIG. 2 A). Porém, a producdo de
IFN-y, IL-4 e IL-17 (FIG. 2 B, C e D) induzido no esplénocitos
provenientes dos camundongos vacinados com a formulacéo
HA+rSsEnol00 sugere um padrdo de reposta imune Thl, Th2 e
Thl7.

Ensaio de imunoprotecgdo

[071] Para esse ensaio, cinco animais por grupo
foram imunizados com 100 pL das formulagdes rSsEnol0OO,
HA+rSsEnol00 ou PBS conforme mostrado anteriormente na
Tabela 1. Sete dias apds a segunda dose os camundongos foram
infectados por via intraperitoneal com 1x10¢ de leveduras de
Ss250 em PBS e o efeito protetor induzido pelas formulacdes
foi avaliado pela contagem de unidades formadoras de coldnias
(UFC) no baco e no figado 5 dias apds o desafio. A escolha
desse dia foi feita devido a elevada carga fungica neste
modelo de infeccéo.

[072] Para a contagem de unidades formadoras de
coldénias (UFC), o baco e o figado dos camundongos foram

removidos assepticamente e macerados com auxilio de uma

Peticiio 870180161315, de 11/12/2018, pag. 56/63



40/41

seringa em placa de Petri estéril contendo 2 mL de PBS. Em
seguida, 200 pl de uma diluicgdo da suspensédo celular desses
6rgdos foram plaqueados individualmente em placas de Petri
contendo meio Mycosel. O numero de UFC foi contado apdbds trés
e sete dias de incubacdo a temperatura ambiente. Os
resultados foram expressos como o nUmero de UFC/dérgdo.

[073] Conforme pode ser observado na FIG. 3 (A e
B), a eficacia das formulacgdes vacinais de gerar protecéo
foi avaliado por meio da imunoprofilaxia em animais
imunizados com rSsEnol0O0 ou HA+rSsEnol0O0 e desafiados com a
cepa Ss250, representativa do clade 1 (S. brasiliensis)
considerado o mais virulento dentro do complexo Sporothrix.
A resposta imune induzida por ambas as formulagdes diminuiu
drasticamente o numero de UFC no baco e no figado em
comparacdo ao grupo controle de infecg¢do, sugerindo que a
formulacdo HA+rSsEnol00 pode ser utilizado como um potencial
candidato vacinal contra a esporotricose.

[074] A protecédo induzida pela formulacéo
HA+rSsEnol00 em camundongos desafiados com o fungo Ss250,
reforca a hipdtese de que provavelmente o perfil misto de
resposta Thl/Th2/Thl7 in vitro possa estar associado ao
controle da infeccdo in vivo. E importante destacar gque
apesar de ndo ser detectada a producdo in vitro das citocinas
de IL-10, IL-4, IFN-y e IL-17 no sobrenadante de macrdéfagos
e esplendécitos provenientes dos camundongos imunizados com
a rSskEnol00 sozinha in vitro, provavelmente devido a dose
escolhida para a estimulacdo, mesmo assim essa formulacéo
reduziu a carga fungica no baco e no figado nos animais
desafiados com Ss250, porém visualmente essa reducdo foi

menor a gerada pela formulacdo com o adjuvante HA, o que
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evidencia a 1importédncia do perfil imune gerado pela
formulacdo HA+rSsEnol0O0.

[075] Levando em consideracdo a forte reatividade
cruzada evidenciada entre o soro anti-rSsEno com a superficie
celular das leveduras de S. schenckii (Ss16345, Ss1099-18)
e os dois isolados de gatos S. brasiliensis (Ss250 e Ss256),
a formulacdo HA+rSsEnolQ00 constitui um promissor candidato
vacinal para a imunoprofilaxia multiespécie do complexo
Sporothrix, o que sugere também que a enolase de S. schenckii
presente na parede celular do fungo, demonstrado na presente
invencdo, seja uma proteina altamente conservada no género
Sporothrix e que suas propriedades imunogénicas e de protecéo
induzidas neste estudo confirmam a hipdtese do seu potencial
uso para estratégias vacinails e/ou terapéuticas contra a
esporotricose.

[076] Embora a invencdo tenha sido amplamente
descrita, estd claro para aqueles versados na técnica que
varias alteracdes e modificacdes podem ser feitas visando
aprimoramento do projeto sem que as referidas alteracdes ndo

estejam cobertas pelo escopo da invencéao.
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REIVINDICACOES

1. Formulagcdo vacinal caracterizada pelo fato de

compreender 1 mg da enolase de de Sporothrix schenckii
rSsEno0O /0,9 mL de PBS misturada com 0,1 mL de hidrdéxido de
aluminio (Al (OH)3) a 2% na forma de uma suspensdo coloidal
estéril, livre de pirdgenos e com um contetdo de Al3* entre
9-11 mg/mL, ressuspendido em PBS, em que a enolase foi obtida
por via recombinante.

2. Formulacdo vacinal, de acordo com a reivindicacéo

1, caracterizado pelo fato de induz altos titulos de

anticorpos antigeno especificos contra a proteina alvo,
enolase recombinante (rSsEno) e um perfil de resposta imune
Thl/Th2/Thl7.

3. Uso da formulacdo vacinal conforme definida na

reivindicacdo 1 e 2, caracterizado pelo fato de ser para

terapia profildtica da esporotricose, especialmente contra
o fungo S. brasiliensis, considerado o mais patogénico dentro

do complexo.
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RESUMO
FORMULACAO VACINAL E USO DA MESMA

A presente invencgdo refere-se a uma formulagdo vacinal
contendo uma enolase recombinante de Sporothrix schenckii,
a qual é purificada e associada ao adjuvante hidréxido de
aluminio para uso na terapia profildtica da esporotricose,
especialmente contra o fungo S. brasiliensis, considerado o
mais patogénico dentro do complexo. Adicionalmente, a
referida formulagcdo pode ser wusada em associagcdo ao
tratamento antiftngico convencional e potencial wuso em
outras micoses sistémicas auxiliando na medicina veterinaria
e humana. Isso devido ao fato da formulacdo induzir altos
titulos de anticorpos antigeno especificos contra a proteina
alvo (enolase recombinante - rSsEno) e um perfil de resposta

imune Thl/Th2/Thl7.
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