Inés Filipa Gomes Rodrigues

Criopreservagao das células estaminais do sangue e tecido do
cordao umbilical: limitagdes e aplicagdes

Monografia realizada no ambito da unidade Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacguticas, orientada
pela Professora Doutora Claudia Margarida Gongalves Cavadas e apresentada a Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra

Setembro 2015

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Inés Filipa Gomes Rodrigues

Criopreservagao das células estaminais do sangue e tecido
do cordao umbilical: limitagdes e aplicagdes

Monografia realizada no ambito da unidade Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas,
Orientada pela Professora Doutora Claudia Margarida Gongalves Cavadas e apresentada a

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Setembro 2015

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Eu, Inés Filipa Gomes Rodrigues, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n°2010143638, declaro assumir toda a responsabilidade pelo conteudo
da Monografia apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, no ambito
da unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este é um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou
expressao, por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia desta Monografia, segundo os
critérios bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de

Autor, a excec¢ao das minhas opinioes pessoais.

Coimbra, || de Setembro de 2015.

(Inés Filipa Gomes Rodrigues)



Criopreservagao de células estaminais do sangue e tecido do cordao umbilical: limitagoes e aplicagoes

AGRADECIMENTOS
O percurso parecia longo mas rapidamente culminou neste derradeiro ponto da minha vida
académica. Tenho de agradecer a todos os que me acompanharam e que desempenharam

um papel importante na sua concretizagao. Deste modo, um grande obrigada:

Aos meus pais e irma por todo o amor, carinho, confianga e apoio que me deram ao

longo desta caminhada, sem eles nada disto seria possivel.

A restante familia que sempre estiveram presentes com uma palavra de incentivo, em

especial a2 minha avé que estara para sempre comigo.

A Professora Claudia Cavadas, por toda a ajuda e disponibilidade.

Aos amigos de sempre e aos que comigo trilharam este caminho em Coimbra

partilhando momentos inesqueciveis que comigo levarei para a vida.

A Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, todo o corpo docente e nio

docente, por terem contribuido para o meu enriquecimento tanto académico como pessoal.

E por fim, a Coimbra!



Criopreservagao de células estaminais do sangue e tecido do cordao umbilical: limitagoes e aplicagoes

INDICE

RESUMO .ttt sttt sttt a s aene 4
AADSTIACE <.ttt ettt et 5
ADIEVIALUIAS ...ttt sttt sttt st taene 6
L INEFOAUGAO. ..ottt ebe e se s e b essebe s sbesessebessssessebessasesensesessesessasenensesensesersnsosen 7
Il. Definicao de CElulas @StAMINAIS .........cccceeveeeeeeeeeeeetete ettt sssssss s e s e s sssssssssesesesssssssssenes 8
[ll. Células estaminais MESENQUIMAIS ....cccueureeucurerercuceririeereesteaeseestesessaseesesssseesessssteacssssesenessasecncnns 8
[V. CriOPIrESEIVAGAO ......cucvreeciiecrieeiesreesstesseessese st s st bbbt st s st s s st sstaesstaesetacsstacseas 10
V. ENSQIOS Pré&-CliNICOS ....eeueuiiiciciriiceisistecietsteei ettt eae st s st se sttt s sssteacans 12

a. Enfarte agudo do miocardio em murganhos ...........cccccvececcirenncncrnenceeneenereeeenneeeenns 12

D, AFLrite €M FALOS....e ettt sttt ettt ettt teae 13
V1. ENSOS ClINICOS ...ttt se st tae s saesesssstacaenns 13
VL LIMIEAGOES ...veveeereecrceerceircreecreeeteseteseseeresnesesesessssesessesesssessasesessesesssensesessasesensosenssessasossnsonsnsesesens 19
VIIL CONCIUSAO .ttt aese ettt st et s s s asesssscaes 20
DX, BIDIIOZIafia. ... eeeuceeeeiececieereeciete ettt sttt 21



Criopreservagao de células estaminais do sangue e tecido do cordao umbilical: limitagoes e aplicagoes

RESUMO

Atualmente, a criopreservagao de células estaminais do sangue e tecido do cordao
umbilical € um assunto que ainda gera algumas questoes a nivel da sua aplicabilidade.

Estao disponiveis diversos artigos cientificos bem como ensaios clinicos em curso que
exploram as suas aplicagoes nomeadamente em doencas autoimunes devido as propriedades
imunoreguladoras das células estaminais mesenquimais que constituem o tecido e o sangue
do cordao umbilical.

Apesar de os resultados serem promissores, € importante referir que ainda existem
limitagoes que necessitam de ser ultrapassadas sendo a investigagao um ponto essencial
nesse processo.

Com esta monografia pretende-se demonstrar as propriedades e o potencial para
aplicagao terapéutica em diversas doengas das células estaminais mesenquimais bem como as

barreiras que esta transplantagao enfrenta para que seja considerada um tratamento efetivo.
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ABSTRACT

Nowadays, the cryopreservation of stem cells from umbilical cord blood and tissue is

a subject that still raises some issues in terms of its applicability.

Various scientific articles and ongoing clinical trials explore their applications in
particular in autoimmune diseases due to immune-regulatory properties of mesenchymal

stem cells from umbilical cord tissue are available.

Despite the promising results, it is important to note that there are some limitations

which need to be overcome and clinical investigation is an essential point in this process.

With this paper we will describe the properties and the potential of mesenchymal
stem cells for therapeutic use in various diseases as well as the obstacles that this

transplantation faces to be considered an effective treatment.
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ABREVIATURAS

CD - Cluster of differentiation

CE — Células Estaminais

CEM — C élulas Estaminais Mesenquimais

CEM-CU - Células Estaminais Mesenquimais oriundas do cordao umbilical
CMSCU - Células Mononucleares do Sangue do Cordao Umbilical
CU — Cordao Umbilical

DMARDs — Agentes anti-reumaticos modificadores da doenga
EAM — Enfarte agudo do miocardio

GVHD - Doenga do enxerto contra o hospedeiro

HLA-G5 — Antigénio Leucocitario Humano G5

IDO - Indolamina 2-3-dioxigenase

IFN-gama — Interferao gama

IL — Interleucina

ISCT — International Society for Cellular Therapy

PGE2 — Prostaglandina E2

TGF — Transforming Growth Factor

TNF alfa — Fator de necrose tumoral alfa
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I. INTRODUGAO
Cada vez mais a criopreservagao das células estaminais do cordao umbilical é um
assunto a ter em conta quando se espera um filho. Esta € uma questao entre muitas com que
os novos pais se debatem que vé o seu processo de decisao baralhado com a vasta oferta
disponivel e a imensa informagao divulgada.

Uma das opgoes mais recentes oferecida € a criopreservagao do proprio tecido do
corddo umbilical em acréscimo a recolha do sangue disponivel ha varios anos. E de realcar
que estas solugoes apresentadas variam no seu custo, ou seja, ha um acréscimo do preco
aquando da recolha simultinea para além de que diferentes métodos de processamento da
amostra também tém impacto monetario.

Assim sendo, é imprescindivel ter conhecimento das limitagdes e vantagens,
nomeadamente em que situagoes clinicas podera ser benéfica a utilizagao das células do

tecido do cordao umbilical.
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Il. DEFINICAO DE CELULAS ESTAMINAIS

A primeira populagao de células estaminais foi identificada na medula 6ssea de um rato
adulto por McCulloch and Till em|960 estabelecendo-se assim as principais propriedades
destas células, autorrenovagao, podendo dividirem-se indefinidamente e a capacidade de
diferenciagao em diversas linhagens celulares segundo as condigdes a que estao sujeitas [I].

As células estaminais (CE) podem ser classificadas de acordo com a sua origem ou
capacidade de diferenciagao.

Sendo assim, as CE podem ser classificadas como embrionarias ou adultas sendo que as
primeiras sao isoladas do blastocisto, 4 a 5 dias apds a fertilizagdo e sao capazes de se
diferenciar nas trés camadas germinativas embriondrias (endoderme, mesoderme e
ectoderme) e dar origem a todos os tipos de células, isto é, sao totipotentes [2].

As células estaminais adultas ja possuem algum grau de diferenciagado uma vez que se
encontram em diversos tecidos e sao um reservatorio para a substituicao de células
danificadas ou envelhecidas o que revela a sua multipoténcia [2]. A principal fungao das
células estaminais adultas é a manutencao e reparagio dos tecidos especificos e 6rgios
onde se encontram.

O tecido do cordao umbilical é constituido maioritariamente por Células Estaminais
Mesenquimais que sao consideradas adultas apesar de possuirem uma elevada capacidade de

multiplicagao e diferenciagao em varias linhagens celulares [3].

lll. CELULAS ESTAMINAIS MESENQUIMAIS

Em 2006, a International Society for Cellular Therapy definiu que para classificar as células
estaminais mesenquimais (CEM), estas necessitam de demonstrar as seguintes caracteristicas:
|.Quando mantidas em frascos de cultura de forma a se multiplicarem e proliferarem, estas
aderem ao material plastico;
2. Expressam antigénios de superficie, nomeadamente CD73, CD90 e CDI05 e nao
expressam CD34, CD45, CD 14, CDI Ib, CD79a, CD19 e HLA-DR;
3. Quando expostas a meios de cultura adequados, apresentam a capacidade de se
diferenciarem em diferentes linhagens celulares podendo originar células de tecido osseo,
cartilagem e tecido adiposo [4].

As CEM podem ser isoladas de diferentes tecidos, como a medula ossea, tecido

adiposo, polpa dentaria, placenta e cordao umbilical. A medula 6ssea era considerada a fonte
principal destas células para a sua aplicagao clinica e experimental, o que implica que a maior

parte do conhecimento acerca destas deriva de estudos de CEM recolhidas da medula 6ssea.
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Apesar de apresentar desvantagens como a diminuigao significativa com a idade, a sua
recolha constitui um método invasivo que pode originar infegoes, hemorragias e dor [5].

O cordao umbilical e o sangue do cordao umbilical constituem fontes de células
estaminais mesenquimais. Apesar de serem consideradas células estaminais adultas sao
células jovens e por isso, com um potencial de multiplicagao e de diferenciagao.

Por este conjunto de razoes, nos ultimos anos, o cordao umbilical, como fonte de
células estaminais mesenquimais, tem-se tornado uma possivel alternativa a transplantagao
de medula o6ssea devido a sua composicao em células estaminais hematopoiéticas e
mesenquimais uma vez que apesar de partilharem as mesmas propriedades, as CEM-CU
adultas sao geralmente consideradas como uma populagao mais primitiva apresentando uma
maior capacidade de regeneragao e proliferacao [6].

As CEM-CU possuem propriedades imunoreguladoras que podem resultar de
contacto celular ou através da secrecao de diversos fatores sollveis.

As propriedades imunossupressoras destas células tornaram-se na maior vantagem
para o potencial uso clinico, que se revelam particularmente interessantes no caso de
doengas autoimunes. Estas células sao fracamente imunogénicas devido a baixa expressao de
moléculas de MHC-classe | e a nao expressao de HLA-DR [6]. Comparativamente com as
células oriundas da medula &ssea de dadores inevitavelmente mais velhos, as CEM-CU
expressam significativamente niveis mais baixos de HLA | mas por outro lado, exibem uma
maior concentragao intracelular de HLA-G, uma molécula imunossupressora [7].

As CEM-CU nao expressam as moléculas co-estimulatorias da ativagao de linfocitos
T CD40, CD80 E CD86 e nao provocam uma resposta proliferativa por parte de linfocitos T
in vitro, podendo-se inferir a sua baixa imunogenicidade o que as torna adequadas para
terapias celulares alogénicas aumentando a taxa de sucesso destas por nao induzirem
rejeicao [6,7].

As CEM-CU afetam a diferenciagao e a fungao das populagoes de linfocitos T na sua
capacidade para produzir citocinas pro-inflamatérias inibindo a produgao de IL-17, IL-22,
TNF-alfa. Para além disso, promove a secregao de IL-10 o que sugere a diferenciagcao de
linfocitos T reguladores [8].

O efeito imunossupressor também é mediado por fatores soliuveis como PGE2 e
HLA-GS5 que sao libertados por estas células [8].

A PGE2 é constitutivamente expressa pelas CEM mas a sua expressao aumenta em

caso de inflamagao o que origina um decréscimo da proliferacao de linfocitos T. Ja a HLA-G5
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promove a secre¢ao de IL-10 o que, como ja foi referido anteriormente, leva a diferenciagao
de linfocitos T reguladores [9].

Para além destes, a indolamina 2-3-dioxigenase é uma das proteinas mais relevantes
deste processo uma vez que € induzida pelo IFN-gama e catalisa a conversao do triptofano
em quinurenina. Esta deplegao de triptofano suprime a proliferagao de células T. A escassez
de triptofano mediada pela IDO compromete a fungao das células imunes e desencadeia a
apoptose induzida por stress, predominantemente de linfocitos Thl. Para além disso, alguns
catabolitos derivados da via metabdlica da quinurenina sao diretamente téxicos para estes

linfocitos [8].

IV. CRIOPRESERVACAO

A criopreservagao é definida como a conservagao durante longos periodos de tempo
de células vivas estruturalmente intactas recorrendo a baixas temperaturas e a um
crioprotetor com baixa toxicidade que tenha a capacidade de penetrar nas células sem as
danificar [10].

A criopreservagao de células do tecido do cordao umbilical pode ser feita de diversos
métodos, o que pode diferir no prego do servigo disponibilizado por diversas empresas que
fazem a sua recolha, isolamento e criopreservagao.

A Crioestaminal apresenta a solugao em que o tecido € processado e criopreservado
através de dois métodos diferentes referindo que desta forma é possivel guardar um maior
numero de células. Enquanto um dos métodos se baseia na menor manipulagao do tecido no
laboratério em que a amostra é diretamente criopreservada em 4 tubos de criogenia, o
segundo método inclui uma digestao enzimatica do tecido com o intuito de isolar as células,
sendo estas criopreservadas, o que em caso de necessidade, as células estaminais
mesenquimais vao encontrar-se imediatamente disponiveis para a transplantagao [| I].

A Bebevida apresenta dois métodos distintos em que apds a colheita do tecido do
cordao umbilical, se procede a sua lavagem e desinfecao e posterior corte em segmentos de
2 milimetros. Apos este passo, comum aos 2 métodos, € que ocorre a distingao uma vez que
é possivel, logo apos fazer o estudo microbiolégico, adicionar o crioprotetor a estes
fragmentos e armazena-los em azoto liquido, sendo referido que o isolamento podera ser
feito no momento em que as células forem necessarias sem o comprometimento da sua
qualidade. Por outro lado, pode-se proceder ao isolamento das células estaminais
mesenquimais dos fragmentos do tecido através de uma digestao enzimatica incluindo

também o estudo microbiologico e posterior criopreservagao [12].
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Estas duas empresas explicam de forma sucinta os seus servicos dando a opgao de
escolha aos futuros pais. E de referir que conforme o servico escolhido, o preco difere
sendo que o isolamento das CEM logo apos a recolha do tecido constitui o pack com o
custo mais elevado, sendo a duragao da criopreservagao de 25 anos [13,14].

De forma a uma melhor comparagao entre os diversos ensaios clinicos é necessario
um método de isolamento de CEM padronizado o que ainda nao acontece como esta
patente nos exemplos anteriores.

Um exemplo de um processo de isolamento de células estaminais mesenquimais
derivadas do cordao umbilical foi desenvolvido por investigadores portugueses em que a
partir deste surge um produto patenteado a que deram o nome de ucx® [15]. Neste
método, o cordao umbilical apos ser recolhido no kit deve ser processado num prazo
maximo de 72 horas. O primeiro passo é uma efetiva descontaminagao do tecido com a
adicao de solugao antimicrobiana de forma a evitar o seu uso aquando da expansao. A
fragmentagao em pedagos de cerca de 2,5 centimetros é o passo seguinte sofrendo uma
digestao enzimatica e posterior centrifugagao. A suspensao celular resultante, que inclui
diversos tipos de células estaminais sendo que as mesenquimais apenas representam 0,1%, é
incubada em frascos de cultura horizontais com meio de cultura adequado sendo que apos
uma noite, o meio de cultura é substituido de forma a que as células nao aderentes sejam
eliminadas, isto &, a sua purificagao ja que as células mesenquimais aderem aos frascos de
cultura de plastico segundo os critérios da ISCT. A cultura é mantida de modo a potenciar a
proliferagao celular até ao revestimento completo do fundo do frasco o que normalmente
atinge os 3 milhoes de células, com mudangas periddicas do meio de cultura e verificagao de
que nao existe qualquer tipo de contaminagao microbiolégica. Para comprovar este método
foram feitos diversos ensaios como a analise imunofenotipica de forma a observar se as
células expressam os marcadores de superficie que as caracterizam, CD73, CD90, CDI05,
ou a sua capacidade de diferenciagao em adipocitos, condrécitos ou osteocitos mediante

condigoes apropriadas [5].
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Tabela | - Servigos disponibilizados pelas diferentes empresas e respetivos pregos

na recolha de células estaminais.

Servicos

Bebecord

[16]

Bebevida
[14]

Criobaby
[17]

Crioestaminal

[13]

Criovida

[18]

Cytothera

[19]

Criopreservacao sangue do
cordao umbilical

1095€

995€

935€

I185€

995€

000€

Criopreservagao do sangue
do cordao umbilical com
processamento avangado

(recuperacao até mais 15%

de células estaminais)

1495€

[395€

Criopreservacao do tecido
do cordao umbilical

995€

000€

Criopreservagao do sangue
e tecido do cordao
umbilical

1795€

1595€

[450€

1785€

550€

Criopreservacgao usando 4
métodos distintos de
processamento, permitindo
guardar até mais 15% das
células do sangue e
isolamento imediato das
células estaminais
mesenquimais do tecido do
cordao umbilical

2495€

2395€

2485€

1950€

1800€

V.

ENSAIOS PRE-CLINICOS

a. Enfarte agudo do miocardio em murganhos

Num estudo publicado em 2014 e realizado em Portugal foi avaliado o transplante de

CEM do tecido do cordio umbilical denominadas como UCX®, devido ao processo de
criopreservagao estar bem descrito e patenteado pela empresa ECBio, em murganhos com
enfarte agudo do miocardio via injegao intramiocardial. Os resultados obtidos mostram que
foi preservada a fungao cardiaca bem como atenuada a remodelagao cardiaca subsequente
ao enfarte. Para além disso, foi também referido um aumento da densidade capilar e
diminuicdo da apoptose no tecido afetado. Segundo os autores, estes efeitos
cardioprotetores sao atribuidos a mecanismos paracrinos que aumentam a angiogénese e

limitam a extensao da apoptose.
Deste modo, os resultados mostram que o ucx® pode ser considerado uma fonte

alternativa de células no desenvolvimento de novas terapéuticas para o EAM [20].
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b. Artrite em ratos

Mais um estudo realizado em Portugal consistiu na administragao destas células in vivo
em ratos com artrite aguda induzida por carragenina e em ratos com artrite cronica induzida
por adjuvante. Na primeira, foi demonstrado que as CEM-UCI diminuem o edema da pata
mais eficazmente que as oriundas da medula &ssea. Por sua vez, na segunda, os animais
tratados com infusoes intra-articulares e intra-peritoneais demonstraram uma remissao mais
rapida das manifestagoes locais e sistémicas da artrite [21].

Neste estudo, os autores também mostraram que o UCX® sio células estaminais
mesenquimais pelo facto de expressarem os marcadores de superficie CD73, CD90 e
CDIO5 e apresentarem a capacidade de diferenciagaio em adipdcitos, condroécitos e
osteoblastos. Para além disso, comprovaram a capacidade destas células de inibir a
proliferacao dos linfécitos T e ao mesmo tempo induzir a diferenciagio em linfécitos T
reguladores. Os resultados obtidos evidenciaram que esta capacidade é mais evidente nas
células UCX® que nas CEM oriundas da medula 6ssea [21].

Os autores concluiram que as células estaminais mesenquimais do cordao umbilical,
aqui referidas como UCX® devido ao processo como sao recolhidas e criopreservadas estar
bem descrito e patenteado, parecem ser uma efetiva e promissora estratégia para o
tratamento das manifestagoes tanto locais como sistémicas da artrite inflamatoéria [21].

Neste campo da artrite reumatoide também ja se encontram disponiveis estudos em
humanos com CEM do cordao umbilical. Um dos mais relevantes envolveu 172 doentes que
nao respondiam ao tratamento tradicional sendo divididos em dois grupos, em que num o
tratamento consistia apenas na toma de DMARDs enquanto no outro grupo para além desta
terapéutica, foi também administrado CEM-CU via intravenosa. Os valores serolégicos de
TNF-alfa e de IL-6 baixaram apés a administragao das células mesenquimais [22].

O tratamento induziu uma melhoria na remissao da doenga segundo os critérios da
American College of Rheumatology e os efeitos terapéuticos mantiveram-se durante 3 a 6
meses sem a continuagao da administragao o que foi relacionado com o aumento da
percentagem de linfécitos T reguladores no sangue periférico. Os autores concluiram que a
administragao conjunta de DMARDs com CEM-CU providencia beneficios clinicos aliados a

seguranga em doentes com artrite reumatoide [22].

VI. ENSAIOS CLINICOS

Diversos ensaios clinicos tém utilizado as células mesenquimais no contexto de

terapia celular e medicina regenerativa.
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vil. LIMITACOES

Como referido, a transplantagao das células estaminais mesenquimais derivadas do
cordao umbilical ja foi testada em diversas patologias em modelos animais.

Apesar da investigagdo pré-clinica efetuada com estas células mostrar resultados
promissores, a investigagdo clinica neste campo das células estaminais mesenquimais
derivadas do cordao umbilical necessita de estudos com mais doentes, com protocolos bem
estabelecidos e periodos de seguimento mais prolongados de modo a assegurar que se trata
de uma terapéutica efetivamente segura e eficaz em determinadas doengas.

A investigagao encontra-se em permanente evolugao e espera-se que em alguns anos,
esta transplantagao seja encarada como uma esperanga no tratamento de doengas que

atualmente carecem de terapéutica.

Tabela 3 - Vantagens e limitagdes da transplantacio de células estaminais

mesenquimais oriundas do cordao umbilical.

* Processo indolor e nao invasivo de recolha do tecido do cordao umbilical aquando
do nascimento.

CEM com elevado potencial de multiplicagao e de diferenciagao em diversas
linhagens celulares como adipécitos e condrocitos [4].

CEM-CU possuem propriedades imunoreguladoras o que demonstra o especial
interesse em doengas autoimunes [7].

CEM-CU fracamente imunogénicas, adequadas para terapias celulares alogénicas
aumentando a taxa de sucesso destas por nao induzirem rejeigao [6].

* Publicados iniUmeros estudos com resultados promissores em diversas doengas
que atualmente nao tém tratamento.

Limitacoes
* Necessidade de estudos com protocolos bem estabelecidos com a inclusao de um
maior numero de doentes e periodos de acompanhamento mais prolongados.

* Mecanismos por detras dos efeitos benéficos pouco esclarecidos.

* Transplantagao de CEM-CU vista como uma aposta no futuro dependente de
investigagao nesse sentido.
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VIIl. CONCLUSAO

O tecido do cordao umbilical tende a impor-se como a fonte significativa de células
estaminais mesenquimais.

Os processos de criopreservagao apresentam diferencas, o que influencia o custo
deste servico e requere diferentes procedimentos em caso de utilizagao futura. Para além
disso, a sua transplantagao requere que seja identificada a dose de células, o tempo e forma
de administracao mais eficaz.

As células estaminais mesenquimais derivadas do cordao umbilical constituem uma
esperanc¢a no tratamento de diversas patologias. Apesar dos resultados promissores, ainda
sao evidentes inumeras limitagoes como a caréncia de estudos envolvendo mais doentes e
com um periodo de seguimento prolongado de forma a avaliar a seguranca e eficacia a longo
prazo.

Em suma, ainda ha muito a fazer neste campo mas penso que havera desenvolvimentos
e que, dentro de alguns anos, as células estaminais mesenquimais do tecido do cordao
umbilical preservadas nos dias de hoje possam ser utilizadas com beneficios comprovados,
aumentando a qualidade de vida de pessoas portadoras de doengas que presentemente

carecem de cura.
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