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SAO DIVULGADAS COMPOSICOES E METODOS PARA DISTRIBUICAO DE AGENTES ATRAVES
DE MEMBRANAS CELULARES. AS COMPOSICOES INCLUEM UM AGENTE A DISTRIBUIR, UM
MATERIAL VISCOSO, TAL COMO UM HIDROGEL, LIPOGEL OU SOLUCAO COLOIDAL VISCOSA, E
OPCIONALMENTE, UM TRANSPORTADOR QUE INCLUI UM LIGANDO QUE SE LIGA OU
INTERAGE COM RECEPTORES DA SUPERFICIE DA MEMBRANA CELULAR. O AGENTE A
DISTRIBUIR LIGA-SE OU INTERAGE DE OUTRO MODO COM RECEPTORES DA SUPERFICIE
CELULAR, UNE-SE, COVALENTEMENTE OU IONICAMENTE, A UMA MOLECULA QUE SE LIGA OU
INTERAGE COM UM RECEPTOR DA SUPERFICIE CELULAR, OU ESTA ASSOCIADO AO
TRANSPORTADOR. OS AGENTES A DISTRIBUIR INCLUEM COMPOSTOS BIOACTIVOS E
AGENTES DE DIAGNOSTICO. AS COMPOSICOES TEM UMA VISCOSIDADE APARENTE QUASE
IGUAL A VISCOSIDADE DO CITOSOL NA CELULA A QUAL O AGENTE E DISTRIBUIDO. A
VELOCIDADE DE INTERNALIZACAO E SUPERIOR QUANDO A VISCOSIDADE DO MATERIAL
VISCOSO E A DO CITOSOL NA CELULA SAO APROXIMADAMENTE A MESMA, RELATIVAMENTE
A QUANDO NAO SAO A MESMA. AS COMPOSICOES AUMENTAM A ENTRADA CELULAR DE
AGENTES BIOACTIVOS E DE MATERIAIS DE DIAGNOSTICO QUANDO ADMINISTRADAS
VAGINALMENTE, NASALMENTE, RECTALMENTE, OCULARMENTE, ORALMENTE OU AO SISTEMA
RESPIRATORIO OU PULMONAR.
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RESUMO

“Materiais e métodos para aumento da internalizagdo celular”

Sao divulgadas composigdes e métodos para distribuicao
de agentes através de membranas celulares. As composigdes
incluem um agente a distribuir, um material viscoso, tal como
um  hidrogel, lipogel ou solucao coloidal viscosa, e
opcionalmente, um transportador gque inclui um ligando que se
liga ou interage com receptores da superficie da membrana
celular. O agente a distribuir liga-se ou interage de outro
modo com receptores da superficie celular, une-se,
covalentemente ou ionicamente, a uma molécula gque se liga ou
interage com um receptor da superficie celular, ou esta
associado ao transportador. 0Os agentes a distribuir incluem
compostos bioactivos e agentes de diagnéstico. As composigdes
tém uma viscosidade aparente quase igual a viscosidade do
citosol na célula a qual o agente é distribuido. A velocidade
de internalizacao é superior quando a viscosidade do material
viscoso € a do citosol na célula sao aproximadamente a mesma,
relativamente a quando nao sao a mesma. As composigdes
aumentam a entrada celular de agentes Dbiocactivos e de
materiais de diagndstico quando administradas wvaginalmente,
nasalmente, rectalmente, ocularmente, oralmente ou ao sistema

respiratdério ou pulmonar.
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DESCRICAO
“Materiais e métodos para aumento da internalizagdo celular”
Campo do Invento

As composicgbes e métodos de utilizagao aqui descritos
estdo na area dos materiais e métodos para aumento da

internalizagao celular.
Antecedentes do Invento

E frequentemente dificil distribuir compostos, tais como
proteinas, péptidos, material genético e outros farmacos e
compostos de diagnéstico intracelularmente porque as
membranas celulares resistem frequentemente a passagem destes
compostos. Foram desenvolvidos varios métodos para
administrar agentes intracelularmente. Por exemplo, foi
administrado material genético em células in vivo, 1in vitro e
ex vivo utilizando vectores virais, complexos de ADN/lipidos
e lipossomas. Embora os vectores virais sejam eficientes,
permanecem questdes sobre a seguranga de um vector vivo e o
desenvolvimento de uma resposta imunitaria apds administracgdo
repetida. Os complexos lipidicos e lipossomas parecem menos
eficazes na transfecgdao de ADN para o nucleo da célula e

podem potencialmente ser destruidos pelos macréfagos in vivo.

As proteinas e os péptidos sao tipicamente administrados
através de administragao parentérica, ou, nalguns casos,
através da membrana mucosa nasal. A toma de farmacos
administrados topicamente ¢é frequentemente fraca e ocorre
frequentemente degradacao quando 0S farmacos sao
administrados oralmente. Por exemplo, hormonas tais como a
hormona libertadora da gonadotrofina ("GnRH") e seus analogos
foram administrados a humanos numa tentativa de aumentar a
fertilidade através do aumento dos niveis sistémicos de
hormona luteinizante ("LH"). Mostrou-se que, gquando dada
frequentemente, doses baixas de GnRH nativa induzem
desenvolvimento folicular e ovulagdo. Estes farmacos séao
tipicamente administrados através de um cateter implantado na
cavidade abdominal. Uma bomba externa é ligada ao cateter que

injecta o péptido a intervalos frequentes. Este método de
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administragdo é extremamente invasivo e indesejavel. Também,
o método ¢é proibitivamente dispendioso para utilizar em

animais.

A ligacao de 1ligandos ou proteinas de montagem a
receptores da superficie de membranas de células eucaridticas
foli extensivamente estudada num esforgo para desenvolver
melhores modos de promover ou aumentar a tomada celular. Por
exemplo, foil relatado que a ligagao de ligandos ou proteinas
inicia ou acompanha uma cascata de fendmenos fora do
equilibrio culminando na invaginacdo celular de complexos
membranares dentro de vesiculas revestidas com clatrina
[Goldstein, J.L., et al., (1983) Ann. Rev. Cell Biol. 1: 1-
39; Rodman, T.S., et al., (1990) Curr. Op. Cell Biol. 2: 664-
672; Trowbridge, I.S5. (19%91) Curr. Op. Cell Biol. 3: 634-641;
Smythe, E., et al., (1989) J. Cell Biol. 108: 843-853;
Smythe, E., et al., (1992) J. Cell Biol. 119: 1163-1171; e
Schmid, S.L. (1993) Curr. Op. Cell Biol. 5: 621-627]. Este
processo foi referido como endocitose mediada por receptores
(RME) . Para além de desempenhar um papel central no trafico
lipidico [Pagano, R.E. (1990) Curr. Op. Cell Biol. 2: 652-
6631, RME é 0 principal meio através do qual as
macromoléculas entram nas células eucaridticas. Possuir uma
melhor compreensdao do papel de RME na tomada de farmacos
seria vantajoso no desenvolvimento de métodos melhorados de

distribuigdo de farmacos.

Seria vantajoso ter novos métodos para a distribuicao de
uma GnRH e seus andlogos intracelularmente. E portanto um
objectivo do presente invento para proporcionar composigdes e
métodos para aumento da distribuicao intracelular de GnRH e
seus analogos. E outro objectivo do presente invento
proporcionar métodos menos 1invasivos para distribuigado de

GnRH e seus analogos.
Sumdrio do Invento

Sao divulgadas composicdes e métodos para melhorar a
internalizagao celular de GnRH e seus analogos. As
composigdes incluem um composto a distribuir e um hidrogel
viscoso Dbiocompativel. Através do controlo da viscosidade

aparente do material viscoso, as velocidades de endocitose,
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incluindo "pinocitose™ nado especifica e endocitose mediada
por receptores ("RME™) especifica, sao0 aumentadas. A
velocidade de internalizacdo endocitica é aumentada gquando a
razao das viscosidades aparentes dos meios citosdlico e
extracelular se aproxima da unidade. Isto conduz a elevadas
velocidades de transporte dos compostos a distribuir através
das membranas celulares, facilitando uma distribuicao mais
eficiente de fdrmacos e agentes de diagndstico.

A viscosidade aparente da composicao € controlada de
modo a residir no intervalo entre 10 e 200 Poise, por exemplo
entre 50 e 200 Poise (1 poise = 0,1 Nm ’s) .

As composigbes sdo aplicadas as membranas celulares para
alcancar velocidades elevadas de transporte de farmacos
através dessas membranas, relativamente a quando sao
utilizados fluidos nao viscosos. Os métodos para
administragcao das composigdes incluem aplicagao tépica ou
através de injecgdo. As composigbes podem ser aplicadas
topicamente, oralmente, nasalmente, vaginalmente, rectalmente
e ocularmente. As composigdes podem ser aplicadas por
injecgao através de cateter, intramuscularmente,
subcutaneamente ou intraperitonealmente. As composigdes podem
também ser administradas ao sistema pulmonar ou respiratdrio,

de preferéncia num aerossol.

Os exemplos demonstram a administragao de transferrina a
células individuais para aumentar a velocidade de tomada de
transferrina e a administracao intravaginal de leuprolide
para aumentar os niveis de LH em ovelhas. A transferrina & um
polipéptido modelo. As composigdes contendo transferrina nao

sao elas proéoprias concretizagdes do invento reivindicado.
Breve Descrigdo dos Desenhos

A Figura 1 mostra a viscosidade aparente versus tensao
de cisalhamento aplicada para varias solugbes de metocel (0,
1, 1,25, 1,5, 1,7, e 1,8%). E mostrado um valor
caracteristico da viscosidade celular. As linhas verticais
tracejadas representam estimativas dos valores maximo e
minimo da forga transmitida por uma célula para o fluido

extracelular pelas cavidades de invaginacao.
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A Figura 2 mostra valores de estado estacionario de
122T_Tf  internalizada total sobre '*I-Tf associada a
superficie total (In/Sur) para células K562 suspensas em
solugdes de metocel de concentragdo variavel de metocel entre
0 e 2%. As barras de erro representam o erro médio padrao,

com n=4.

A Figura 3 mostra os valores de estado estacionario de
221 Tf internalizada total sobre 1231 _Tf associada a
superficie total (In/Sur) para células CHO suspensas (linha
superior com blocos vazios) e aderentes (linha inferior com
blocos a cheio) em solugdes de metocel de concentracgao
varidvel de metocel. As barras de erros significam o erro

padrao, com n=4.

A Figura 4 mostra a concentracao sistémica de LH apds
administragao intravaginal a ovelhas de leuprolide em
solugbes de metocel a 1,5% e 1,75%.

A Figura 5 mostra a biodisponibilidade absoluta de
leuprolide (biodisponibilidade percentual) de sistemas de
distribuicao de hidrogel optimizados reologicamente (metocel
a 1,5 e 1,75%) em comparacao com um sistema de distribuicgao
de hidrogel de controlo.

A Figura 6 mostra a concentracao sistémica de LH apds
administragao intranasal de 100 pg de acetato de leuprolide
em metocel a 1,5% e metocel a 0,0% (controlo de solugao
salina) a ovelhas.

A Figura 7 mostra a concentragao sistémica de cortisol
(ng/mL) apds administragdo intravenosa e i1ntravaginal de
vasopressina a ovelhas. Os circulos mais escuros representam
administragao IV (10 microgramas de vasopressina) sem um
transportador viscoso. Os circulos vazios representam o
controlo, sem gel viscoso nem vasopressina. Os tridngulos
mais escuros representam administrag¢do intravaginal de 200 ug
de vasopressina em metocel a 1,5%. 0Os triédngulos vazios
representam a administragao intravaginal de 200 pg de

vasopressina em metocel a 1,75%.
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Descrigdao Detalhada do Invento

Sao descritas composigdes e métodos para distribuicgao
intracelular de compostos numa solugao viscosa aumentando a
tomada. A internalizacao celular ¢é aumentada através do
aumento da velocidade de endocitose, particularmente
endocitose mediada por receptores, através do controlo da
viscosidade da solucgao. As composigdes incluem GnRH ou um
andlogo desta e um fluido com uma viscosidade aparente
aproximadamente igual a viscosidade aparente do fluido

citosdlico na célula a qual a composicgdao é administrada.

A GnRH e seus andlogos i1nteragem com receptores a
superficie da célula a qual serdo administrados.

Composigdes

A ligacdo de 1ligandos ou proteinas de montagem a
receptores de superficie de membranas de células eucaridticas
inicia ou acompanha uma cascata de fendmenos fora do
equilibrio culminando na invaginagao celular de complexos
membranares dentro de vesiculas revestidas com clatrina. Este
processo € conhecido como endocitose mediada por receptores
(RME). A RME ¢ o principal meio através do qual varios tipos
de moléculas biocactivas, particularmente macromoléculas,

entram em células eucaridticas.

A investigagdo por outros centrou-se principalmente na
identificagao e caracterizacao bioquimica dos estados inicial
e tardio da RME, variando da formagao de wuma cavidade
revestida com clatrina a separacao de uma vesicula revestida.
A determinacao das composicgdes e dos métodos para administrar
intracelularmente os compostos aqui descritos envolveu o foco
num aspecto diferente de RME, o processo no gqual uma
depressao na membrana é inicialmente formada no inicio de RME
(i.e. o mecanismo através do gqual ocorre um impulso
espontédneo da membrana celular para o citosol). Este processo
é aqui referido como "estado de nucleacdo" de RME. Pretende—
se que esta terminologia enfatize que a forga motriz para o
impulso esponténeo da membrana para o) citosol esta
relacionada com a energia libertada por uma ou mais de muitas

reacgdbes de ligagdo a membrana exotérmicas possiveis, 1i.e.,
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ligagao receptor-ligando, que precedem ou acompanham a

formagao de uma depressac na membrana.

As membranas celulares ligam-se do exterior através do
fluido extracelular e de dentro através do fluido citosdlico.
Os fluidos inter- e extracelulares possuem diferentes
propriedades fisicas, tais como densidade e viscosidade do
fluido, cujos valores se estendem até a superficie da
membrana onde sofrem descontinuidades. A prdépria membrana
possui propriedades Unicas de equilibrio e fora do
equilibrio. Uma propriedade importante gquando se considera
distribuigdo intracelular é a tensdao da membrana (a energia
livre da membrana por unidade de &area de superficie). A
tensao membranar ¢é geralmente uniforme e positiva numa
membrana em equilibrio e pode ser medida através de
experiéncias de rotina com micropipeta. Valores de tensao
membranar mais relatados foram reunidos para gldébulos
vermelhos e variam de 4 dyne/cm a 0,01 dyne/cm. Em contraste,
a tensdo interfacial de wuma interface ar/dagua ¢ de 73
dyne/cm. A tensao membranar pode variar de ponto para ponto
na superficie membranar em consequéncia de varios estimulos,
tals como aquecimento nao uniforme da membrana, reacgdes
guimicas da membrana e alteracdes de composicdao da membrana.
Estas variagdes podem dar origem a movimento da membrana e de
volumes de fluido, designados por convecgao de Marangoni.
Este movimento caracteriza-se na maior parte pelas

viscosidades (aparentes) citosdlica e extracelular.

Reaccgbes exotérmicas podem ocorrer na membrana celular,
devido a ligacgao ligando-receptor, ligacgao adaptador-
membrana, ligagao clatrina-membrana, uma combinagao destas
reacgbes de ligagao, e outras reacgdes membranares. As
reacgdes exotérmicas fazem com que tensdao membranar (energia
por area de membrana), pelo menos momentaneamente, sejam
diminuidas no ponto onde a reaccdo ocorreu. A medida que a
tensao membranar ¢é reduzida, as energias potenciais da
configuragao e intermoleculares dos complexos moleculares
ligados a membrana séao também reduzidas.

A  tensdo membranar da célula ¢é espacialmente nao
uniforme em consequéncia das reaccgbes exotérmicas (i.e.,

formagcao de complexos membranares), resultando em movimento
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membranar. Este movimento possuira uma componente substancial
para o citosol celular desde que a viscosidade citosdlica
exceda a do fluido extracelular.

Este movimento membranar provoca deformacao da membrana,
um evento contrariado pela tensao membranar. Quando as
diferengas entre as viscosidades aparentes do fluido
citosdélico e do fluido extracelular sao extremamente grandes,
a deformagao da membrana € fortemente contrariada e o impulso
inicial da membrana é amortecido. No entanto, a medida que as
diferengas entre as viscosidades aparentes do fluido
citosdélico e do fluido extracelular se tornam extremamente
pequenas, a deformacao da membrana torna-se progressivamente

rapida.

Consequentemente, a velocidade de endocitose pode ser
aumentada através de ajuste da viscosidade do fluido
extracelular para gque seja aproximadamente a mesma que a do
fluido citosdlico. Se a viscosidade do fluido extracelular
for apreciavelmente superior ou inferior a do fluido
citosdlico, a velocidade de endocitose diminui. Isto foi
mostrado experimentalmente no Exemplo 1 e na Figura 3, nos
quais a razao de compostos que foram internalizados para
aqueles qgue permaneceram a superficie (In/Sur) aumentou a
medida que a viscosidade do fluido extracelular aumentou, até
um ponto ao qual a viscosidade se aproximou da do fluido

citosdlico. Acima desse valor a razao diminuiu.

0O agrupamento de complexos membranares ¢ favoravel a
rapida internalizacdo. A velocidade de internalizacao pode
ser aumentada em proporg¢ado a grandeza da energia de ligacgao.
Isto é devido, em parte, a especificidade dos receptores para
determinados ligandos e/ou proteinas adaptadoras.

O agrupamento de complexos ocorre na vizinhanga de
cavidades as quais trisceles de clatrina se absorvem do lado
citosdlico da membrana celular e subsequentemente polimerizam
para formar um revestimento de clatrina. Algum agrupamento
foi também observado na vizinhanga de cavéolas, ou cavidades
nao revestidas de clatrina. A depressao da tensao membranar
que ocorre dentro da vizinhanca de uma cavidade em evolucgao,

com origem no processo de complexagao  membranar, é
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directamente proporcional ao numero de complexos membranares
formados dentro dessa cavidade. Em geral, verificou-se que o0s
complexos agrupados internalizam substédncias mails rapidamente

que os complexos nao agrupados.

Verificou-se que a grandeza da diferenga da viscosidade
aparente e do agrupamento de receptores altera a velocidade
de RME. A tensao membranar pode também ser manipulada para
influenciar a velocidade de RME. O aumento da tensao
membranar "endurece" a membrana celular, tornando a depressao
da membrana celular crescentemente proibitiva. Este fendmeno
foili comentado por Sheetz, M.P. e Dai, J. (1995), apresentado
no "60th Annual Cold Spring Harbor Symposium on Protein
Kinases", Cold Spring Harbor, N.Y., com base em estudos que
mostram uma maior velocidade de endocitose para cones de
crescimento neuronais coincidindo com a redugao da tensao

membranar.

Consequentemente, a velocidade de 1internalizagao pode
ser aumentada através de a) ajuste da viscosidade do fluido
extracelular para a aproximar a do fluido citosdélico; D)
formagao de complexos do material a internalizar; e <)
reducdo da tensdo membranar. Composigbes e métodos para
aumento da velocidade de endocitose sao descritos em detalhe

abaixo.
A. Hidrogéis Viscosos

Fluidos viscosos adequados para utilizar em
administragao intracelular de compostos de acordo com O

invento incluem hidrogéis biocompativeis.

Um hidrogel ¢ definido como wuma substédncia formada
quando um polimero orgdnico (natural ou sintético) é
reticulado através de ligagdes covalentes, idénicas ou pontes
de hidrogénio para criar uma estrutura tridimensional de
grade aberta que aprisiona moléculas de agua para formar um
gel. Exemplos de materialis que podem ser utilizados para
formar um hidrogel incluem polissacaridos, ©proteinas e
polimeros sintéticos. Exemplos de polissacaridos incluem
celuloses tais como metilcelulose, dextranos e alginato.

Exemplos de proteinas incluem gelatina e &cido hialurédnico.
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Exemplos de polimeros sintéticos incluem polimeros
biodegradaveis e nao degradaveis (embora sejam preferidos
polimeros biodegradaveis), tais como &lcool polivinilico,
poliacrilamida, polifosfazinas, poliacrilatos, 6xido de
polietileno e copolimeros de blocos de 6xido de polialguileno

("poloxé&meros™") tais como Pluronics™ ou Tetronics™
(copolimeros de blocos de 6xido de polietileno-
polipropilencglicol).

Em geral, estes polimeros sao pelo menos parcialmente
soluveis em solugdes agquosas, tals como 4agua, solugdes de
sails tamponadas, ou solugdes aquosas de alcoois. Varios
destes possuem grupos laterais com carga ou um sal idnico
monovalente destes. Exemplos de polimeros com grupos laterais
acidos que podem reagir com catides sao polifosfazenos,
acidos poliacrilicos, acidos poli(met)acrilicos, acetato de
polivinilo, e polimeros sulfonatados, tais como polistireno
sulfonatado. Copolimeros possuindo grupos laterais &acidos
formados através de reacgdo de acido acrilico ou metacrilico
e mondmeros ou polimeros de éter vinilico podem também ser
utilizados. Exemplos de grupos acidos sado grupos de acido
carboxilico, grupos de é&acido sulfénico, grupos de alcool
halogenado (de preferéncia fluorados), grupo OH fendlicos, e
grupos OH acidos.

Exemplos de polimeros com grupos laterais basicos que
podem reagir com anides sao polivinil-aminas, polivinil-
piridina, polivinil-imidazole, polivinilpirrolidona e alguns
polifosfazenos substituidos com imino. O sal de amdbénio ou
quaternario dos polimeros pode também ser formado a partir
dos grupos de azoto estruturais ou imino pendentes. Exemplos

de grupos laterais basicos sao os grupos amino e imino.

O alginato pode ser reticulado ionicamente com catides
bivalentes, em agua, a temperatura ambiente, para formar uma
matriz de hidrogel. Uma solugao aquosa contendo o agente a
distribuir pode ser suspensa numa solucdao de um polimero
sollvel em &dgua, e a suspensao pode ser formada em goticulas
que sao configuradas em microcdpsulas discretas através do
contacto com catides multivalentes. Opcionalmente, a

superficie das microcdpsulas pode ser reticulada com
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poliaminoadcidos para formar uma membrana semipermeavel em

torno dos materiais encapsulados.

Os polifosfazenos adequados para reticulagao tém a
maioria dos grupos das cadeilas laterais 4acidos e capazes de
formar pontes salinas com catides bivalentes ou trivalentes.
Exemplos de grupos laterais acidos preferidos sao grupos de
acido carboxilico e grupos de acido sulfdénico. Os
polifosfazenos hidroliticamente estaveis sao formados de
mondémeros possuindo grupos laterais de &acido carboxilico que
sao reticulados através de catides bivalentes ou trivalentes
tais como Ca’" ou Al’". Podem ser sintetizados polimeros que
se degradam por hidrdélise através da incorporacgao de
monémeros possuindo grupos laterais de imidazole, éster de
aminoacidos ou glicerol. Por exemplo, pode ser sintetizado um
poli[bis(carboxilatofenoxi)]fosfazeno (PCPP) polianidnico,
que ¢é reticulado com catides multivalentes dissolvidos em
meio aquoso a temperatura ambiente ou abaixo para formar

matrizes de hidrogel.

Os métodos para a sintese dos polimeros descritos acima
sao conhecidos dos peritos na arte. Ver, por exemplo "Concise
Encyclopedia of Polymer Science and Polymeric Amines and
Ammonium Salts", E. Goethals, editor (Pergamen Press,
Elmsford, NY 1980) . Muitos destes polimeros estao

comercialmente disponiveis.

Hidrogéis preferidos incluem redes de polimeros enchidas
de 4gua, compostas de celuloses tais como metilcelulose,
dextranos, agarose, alcool polivinilico, &cido hialurdnico,
poliacrilamida, 6xido de polietileno e polimeros de
polioxialquileno ("poloxémeros"), especialmente copolimeros
de blocos de 6xido de polietileno-polipropilenoglicol, tal
como descrito na Patente U.S. No. 4810503. Varios poloxameros
estdo comercialmente disponiveis em BASF e em Wyandotte
Chemical Corporation como "Pluronics". Estao disponiveis em

pesos moleculares médios de cerca de 1100 a cerca de 15500.

A  viscosidade aparente do fluido extracelular (a
composigdo) tem de ser aproximadamente igual a viscosidade do
fluido citosdlico na célula a qual se pretende administrar os

compostos. De acordo com o invento, a viscosidade aparente é
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de 10-200 Poise (1 a 20 Pa.s). Um perito na arte pode
facilmente determinar ou chegar a uma estimativa razoavel da
viscosidade do fluido citosdélico utilizando um viscdédmetro e
medindo a tensdo aplicada dividida pela taxa de deformacgdo a
tensao aplicada que corresponde a tensdo que a membrana
celular transmite aos fluidos citosdélico e extracelular
durante a endocitose. Métodos para medicdao da viscosidade
citosdlica incluem métodos de micropipeta (Evans e Young,
Biophys. J., 56: 151-160 (1989)) e métodos envolvendo o
movimento de coldides ligados a membrana (Wang et al.,
Science, 260: 1124-1126 (1993). Viscosidades citosdlicas
tipicas, medidas através destas técnicas, variam de
aproximadamente 50-200 Poise. Uma vez medido este valor, a
viscosidade da composigcao pode ser ajustada a 10-200 Poise,
gquando medida utilizando um redmetro de tensao controlada a
37°C wutilizando uma geometria de cone e prato na tensao
aplicada que corresponde a tensao que a membrana celular
transmite aos fluidos c¢itosdlico e extracelular durante a
endocitose (i.e. 1 a 100 Pa).

A viscosidade pode ser controlada através de qualquer
método adequado conhecido dos peritos na arte. O método para
obtencao de uma composicao viscosa com a viscosidade aparente
desejada ndo esta particularmente limitado uma vez que € o
valor da viscosidade aparente relativamente as células alvo
que ¢é critico. A viscosidade aparente pode ser controlada
através de ajuste do teor de solvente (i.e., agua), tipos de
materiais, forcga idénica, PH, temperatura, quimica de
polimeros ou polissacaridos realizada nos materiais, e/ou,
campos eléctricos, de wultra-sons ou magnéticos externos,

entre outros parametros.

A viscosidade aparente das composicdes €& controlada de
modo a residir no intervalo de entre 10 e 200 Poise, de
preferéncia entre 50 e 200 Poise. A viscosidade aparente é
medida através de um redmetro padrao utilizando um intervalo

de tensao aplicada de entre 1 e 100 Pascal.

A composicao pode ser administrada como uma formulagao
apenas ligeiramente viscosa que se torna mais viscosa em
resposta a uma condigdao no corpo, tal como temperatura

corporal ou um estimulo fisioldgico, como ides de calcio ou
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pH, ou em resposta a uma condigao aplicada externamente, tal
como campos de ultra-sons ou eléctricos ou magnéticos. Um
exemplo é um poloxédmero sensivel a temperatura gque aumenta em

viscosidade a temperatura corporal.

Os seguintes sao exemplos de intervalos de concentracao
adequados: solucgdes de metilcelulose (metocel) no intervalo
de entre 1,0 e 2,0% (p/p), solugdes de &alcool polivinilico
entre 5 e 15% e solugdes de acido plurdnico entre 15 e 20%.

Métodos de Administracgido

As composigbes podem ser aplicadas topicamente na
vagina, no recto, no nariz, no olho, no ouvido, na boca e no
sistema respiratdério ou pulmonar, ou sistemicamente a outros
tipos de células, i.e., através de distribuicgao
intramuscular, subcutdnea e intraperitoneal. De preferéncia,
as composicgdes sao aplicadas directamente as células
epiteliais as quais se pretende distribuir o composto.

As composigdes sao particularmente vantajosas para
terapia hormonal. Ao distribuir a composigcao contendo GnRH ou
seus andlogos através das membranas vaginais ou nasais, as
composigdes podem ser utilizadas para tratar uma variedade de
disttirbios humanos baseados em hormonas. Os Exemplos 2 e 3
demonstram a eficdcia das composicdes para aumentar os niveis
de LH quando uma composigao incluindo leuprolide foi aplicada

as membranas vaginals ou nasais.

Espera-se que a dosagem varie dependendo de varios
factores, incluindo O paciente, o composto bicactivo
particular a distribuir, e a natureza da condig¢ao a tratar,
entre outros factores. Um perito na arte pode facilmente
determinar uma dquantidade eficaz do composto ou compostos

biocactivos a administrar a um paciente a necessitar destes.

As composigdbes sao administradas as células para
aumentar a velocidade de transporte de farmaco através das
membranas celulares, relativamente a velocidade de
distribui¢ao dquando sao utilizados fluidos nao viscosos.
Exemplos de métodos de administracdao incluem administracao

oral, como numa formulacdo liquida ou dentro de alimentos
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s6lidos, administracao tépica na pele ou na superficie do
olho, administracao intravaginal, administracao rectal,
administragcao intranasal, administracao através de inalacgao,
administragao através de um cateter e administragao através

de injecg¢do intraperitoneal, intramuscular ou subcuténea.

Quando a composicao é administrada oralmente ou através
de 1nalacao, ¢ preferido que seja administrada como um pd
seco que inclui um hidrogel intumescivel desenhado para
inchar até uma viscosidade apropriada apdés distribuicao no
local desejado. Apds inalagao, por exemplo, o hidrogel
absorve 4agua para obter a viscosidade desejada e depois
distribui agentes ao sistema respiratdrio. Quando
administrado oralmente, pode ser seleccionado um hidrogel que
nado absorva agua sob as condigdes presentes no tracto
gastrointestinal superior, mas qgue absorva agua sob as
condigdes presentes no tracto gastrointestinal inferior
(i.e., a um pH superior a cerca de 6,5). Tais hidrogéis sao
bem conhecidos dos peritos na arte. A utilizacao de tais
composigdes pode optimizar a distribuigcao de agentes ao

tracto gastrointestinal inferior.
Métodos para Redugao ou Elevagdo da Tensdo Membranar

A eficiéncia do método pode ser aumentada reduzindo a
tensao membranar. Métodos adequados para reducadao da tensao
membranar incluem inclusao de um agente de superficie activa
biocompativel no hidrogel, efectuando reacgdes exotérmicas na
superficie celular (i.e., formacado de complexos), e aplicacao
de um campo externo a superficie celular. Agentes de
superficie activa biocompativeis adequados incluem
surfactina, trealose, acidos gordos tais como palmitina e
acido oleico, polietilenoglicol, hexadecanol e fosfolipidos
tais como fosfatidilcolinas e fosfatidilglicerdis. Reacglbes
quimicas de formacao de complexos adegquadas incluem a reaccgao
de ligandos de ligagcao ao receptor com receptores da
superficie celular para estes ligandos, reacgdes exotérmicas
tais como ocorrem entre salicilato de sédio e acido
salicilico, e reacgdes de neutralizacgdo tais como entre acido
cloridrico e amdénia (Edwards et al., 1996 Biophys. J. 71:
1208-1214). Campos externos que podem ser aplicados a

superficie celular para reduzir a tensdo membranar incluem
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ultra-sons, campos eléctricos e feixes de 1luz focada, tais

como feixes laser.
Métodos para Causar o Agrupamento de Receptores

A velocidade de internalizacao celular pode também ser
aumentada causando o agrupamento de receptores na membrana
celular. Isto pode ser alcancgado, por exemplo, criando zonas
na membrana onde a tensdo membranar é relativamente elevada,
fazendo com que o fluido membranar flua para a zona de
elevada tensao membranar. Este fluxo pode transportar
receptores localizados na membrana, uns contra os outros,

fazendo com que se agrupem.

Os critérios para avaliacao de resposta a modalidades
terapéuticas empregando um composto identificado sao ditados
pela condigdo especifica e geralmente seguirao praticas
médicas padrdo. Uma tal avaliacdo pode ser feita através da
determinagdao de se existe um efeito desejado, tal como
expressao de uma molécula nucleotidica, producdao de uma
proteina, ou um consequente efeito fisioldgico. Quando se
sabe ou suspeita que o composto administrado envolve a fungao
ou expressao de outra molécula envolvida numa condigao de
doenga, a eficacia de administragdo do composto pode ser
avaliada através da medicgao das alteracoes nas

caracteristicas da condicao de doenca.

As composigbes e métodos de wutilizagcao destas aqui
descritos serao mais claramente compreendidos com referéncia

aos seguintes exemplos:

Exemplo 1: Hidrogéis Viscosos com Viscosidade Optima para
Internalizagao Celular

Materiais e Métodos

1221 foi

Reagentes. A transferrina humana marcada com
adquirida em Amersham (Arlington Heights IL). Todos os outros
guimicos, incluindo a apo-transferrina humana e metilcelulose

(PM = 80 KDa), foram obtidos em Sigma (St. Louis, MO).
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Cultura Celular e Preparacgado. Células K562 de
eritroleucemia humana, foram c¢riadas em meio RPMI-1640

suplementado com 50 unidades/ml de penicilina, 0,05 mg/ml de
estreptomicina, L-glutamina 2 mM, e soro fetal bovino a 10%.
Células de ovario de hamster chinés (CHO) transfectadas com
receptor de transferrina humano, uma generosa oferta do Dr.
Timothy McGraw (Columbia University, New York, NY), foram
criadas em meio 5A de McCoy suplementado com 50 unidades/ml
de penicilina, 0,05 mg/ml de estreptonigrina, L-Glutamina 2
mM, e soro fetal bovino a 5%.

Imediatamente antes de cada experiéncia, todas as
células foram lavadas duas vezes com 40 ml de tampao gelado
(Hepes 25 mM, NaCl 150 mM, 1 mg/ml de dextrose, e 1 mg/ml de
albumina de soro bovino, pH 7,4), e centrifugadas a 600 g a

4°C durante 10 minutos.
Preparacdo e Caracterizacdo de Metilcelulose.

As solugbes de metilcelulose foram feitas em tampao com
a técnica de dispersao formulada por Dow Chemical Co. para
alcangar uma concentracao final de 0,0 a 1,8%. Resumidamente,
apdés um terco do volume do tampao ser aquecido a 90°C, foi
adicionada ao ligquido metilcelulose em pd e agitada até as
particulas estarem completamente humedecidas e uniformemente
dispersas. O restante do tampdo foi entdo adicionado a
metilcelulose a 4°C. A agitacao foi mantida a 4°C durante
mais 20 minutos. Um dia antes das experiéncias, transferrina
marcada com '?°I (0,03 pCi/ml) e transferrina ndo marcada (50
nM) foram adicionadas a cada concentracao de solugao de

metilcelulose e bem misturadas.

A viscosidade aparente das solugbdes de metocel foi
medida num redmetro de tensao controlada (TA Instruments CSL-
500) utilizando uma geometria de cone e prato. Todos os dados
mostrados na Figura 1 foram obtidos reduzindo
exponencialmente a tensdao imposta externamente a uma

velocidade constante de 100 Pa a 1 Pa.
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Endocitose.

As razdes de estado estacionario de transferrina total
internalizada para transferrina ligada a superficie foram
determinadas como sSe segue: A 4°C, 2x10° células foram
ressuspensas em 1 ml de solugao de metilcelulose
(concentracgao variando de 0,0 a 1,8%) contendo transferrina
radiomarcada e nao marcada. Foi utilizada uma pipeta de
pasteur para misturar suavemente as células e a solugao de
metilcelulose. Imediatamente apds agquecimento num banho-maria
a 37°C durante 5 minutos, as amostras foram transferidas para
uma camara térmica a 37°C, onde foi mantida uma rotacgdo lenta
das amostras. Apds 1 h, a endocitose foi terminada através da
adigdo rapida de 12 ml de solugdo salina equilibrada de Hank
(HBSS) gelada, seguida de mais 3 lavagens de 12 ml de HBSS
gelada e subseguente centrifugacao (1200 g a 4°C). Apds a
lavagem, as células foram divididas em dois volumes iguais.
As células de ambos o0s conjuntos de aliquotas foram
sedimentadas. As amostras do primeiro conjunto foram contadas
com um contador gama (modelo 1274 Ria Gamma, LKB Wallac.
Finldndia) para obter a radicactividade total. Os niveis de
radioactividade interna (In) e a superficie (Sur) foram
determinados a partir do segundo conjunto de amostras
utilizando o método de Schonhorn et al. [Schonhorn, J.E. e
Wessling-Resnick, M. (1994) Molecular and Cellular Biochem.
135: 159-169]. Resumidamente, os sedimentos foram incubados
com 0,5 ml de solucgao de tripsina (Hepes 25 mM, NaCl 150 mM
com 1 mg/ml de tripsina bovina, pH 7,4) a 4°C. Os
sobrenadantes e os sedimentos foram separados através de
centrifugagao a 3000 g a 4°C durante 15 minutos. Foram
utilizados para lavar os sedimentos 2 ml de HBSS. Os
sedimentos finais foram contados num contador gama para dar o
valor In, enquanto gue o0s sobrenadantes de cada lavagem foram
combinados para dar o valor Sur.

Os valores de 1internalizagao foram representados na
forma da radiocactividade total internalizada (In) dividida
pela radioactividade total 1ligada a superficie (Sur) por
milhdo de células, aqui definidos como In/Sur de estado
estaciondrio. Os valores de estado estacionario de In/Sur
para as células de um dado tipo em meio metocel variavel

proporcionam estimativas relativas da velocidade de
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endocitose para endocitose mediada por Tf, particularmente
quando é assumido gque as velocidades de reciclagem de Tf sao
independentes da reologia do meio extracelular. Nao &
esperada subregulacdo do numero de receptores de Tf ligados a
membrana durante a duracgao das experiéncias dada a reciclagem
preferencial de receptores de Tf na superficie celular apds

internalizacao.

O papel da viscosidade extracelular na velocidade de
endocitose.

Tal como aqui discutido, a viscosidade dos fluidos
extracelulares influencia a velocidade liquida de endocitose.
0 controlo da viscosidade extracelular afecta a
internalizacdo de estado estacionario do receptor de Tf
(ligado a 1221_Tf) em células K562, uma linha celular humana
de eritroleucemia que tem sido comummente empregue em estudos
de endocitose mediada por Tf [Schonhorn. J.E. e Wessling-
Resnick, M. (1994) Molecular and Cellular Biochem. 135: 159-
169], e pode também afectar a endocitose mediada por Tf em
células CHO (ovario de hamster chinés) transfectadas com
receptor de transferrina humano [McGraw, T.E., Greenfield, L.
e Maxfield, F.R. (1987) J. Cell Biol. 105: 207-214]. Estas
Gltimas células nao expressam receptor de transferrina de
hamster enddgeno funcional, e proporcionam uma linha celular
Unica com a gqual os resultados obtidos com as células K562

podem ser comparados.

As células K562 foram suspensas em meio tampao agquoso
contendo metilcelulose entre 0,0% a 1,8% (metocel). As
medig¢des reoldgicas (Figura 1) indicam gue este intervalo de
concentracao de metocel dota o fluido extracelular com uma
viscosidade aparente variando da viscosidade da agua até uma
excedendo a caracteristica do citosol celular. As
viscosidades aparentes (definidas como tensao de cisalhamento
medida sobre a taxa de deformacao aplicada) dos metocels
variam grandemente dependendo da forga ligquida distribuida a
membrana celular conduzindo & formacdo de cavidades. E
possivel mostrar (ver legenda da Figura 1) que a forga maxima
distribuida por uma célula ao fluido extracelular através da
invaginagao de cavidades varia de aproximadamente 1 a 10 Pa,

dependendo de se ocorreu agrupamento de receptores.
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A Figura 2 mostra valores de internalizagao de estado

estaciondrio em K562 de %°

I-Tf em fungao da concentragao de
metocel. A velocidade de endocitose aumenta com a
concentracgao crescente de metocel de 1,25% a 1,7%, para além
da qual a velocidade de internalizacao diminui
acentuadamente. As solugdes de metocel com concentracao de
metocel superior a 1,25% possuem uma aparente viscosidade
préxima de, e potencialmente excedendo, a do citosol celular
(Figura 1), pelo menos no intervalo de tensdes de
cisalhamento relevantes para RME. De acordo com a Figura 1, o
aumento da concentracgao de metocel conduz a um aumento na
viscosidade do fluido extracelular (a uma tensao aplicada
fixa). Isto significa que a diferenca entre a viscosidade
intracelular e extracelular diminui a medida que a
concentracdo de metocel é aumentada para além de 1,25%. A
medida que a diferenca entre a viscosidade intracelular e
extracelular diminui, a velocidade inicial da membrana para O
citosol aumenta, coincidindo com uma maior velocidade de
endocitose. Este comportamento € mostrado na Figura 2 até uma
concentragao de metocel de 1,7%. Aumentando as concentragdes
de metocel acima de 1,7% conduz a viscosidades extracelulares
que excedem a viscosidade intracelular. Concordantemente, a
medida que a diferenga nas viscosidades aumenta, a velocidade
de endocitose diminui. Tal como mostrado na Figura 2,
concentragdes de metocel acima de 1,7% causam uma diminuigao
na velocidade de endocitose. Esta diminuicdo € consistente

com a teoria aqui apresentada.

Foram wutilizadas células CHO para determinar se o
comportamento previsto ocorreria noutras linhas celulares.
Protocolos semelhantes foram utilizados para a determinacao
do estado estacionario In/Sur com as células CHO tal como com
as células K562. A endocitose foi estudada nas células CHO
tanto com células aderentes a uma superficie sdélida como em
suspensao. De acordo com a Figura 3, In/Sur aumenta com a
concentragao de metocel até uma concentragao de metocel de
1,25% para as células aderentes (p=0,0011), e 1,5% para as
células suspensas (p=0,0148). Além destas concentrac¢des, uma
diminuigao da velocidade de internalizacgao é observada tanto
para as células aderentes (p=0,0146) como para as suspensas
(p=0,0872). As possiveis fontes de desvio nas tendéncias de
In/Sur entre as células CHO aderentes e suspensas, bem como
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entre as linhas celulares CHO e K562, incluem variacgdes na
viscosidade celular aparente, tensao da membrana celular e
drea membranar exposta. Por exemplo, mostrou-se dque a
disseminagao celular aumenta a tensao intracelular [Want, N.
e Ingber, D.E. 1994 Biophys. J. 66: 2181-2189]. Este efeito
pode ter um papel nas velocidades de internalizacao mais
baixas observadas na Figura 3 para as células CHO aderentes.
O facto de cada uma das linhas celulares estudadas exibir uma
assinatura de subida na internalizagdo de Tf com a
concentragao crescente de metocel, seguida de um diminuicgao
para além de uma concentragao de metocel coincidente com uma
viscosidade extracelular aparente prdxima da esperada para o
citosol celular, € consistente com a teoria agqui apresentada.

Exemplo 2: Hidrogéis Viscosos com Viscosidade Optima para
Distribuigdo Vaginal de Leuprolide a Ovelhas

Uma composigao incluindo metilcelulose (metocel) e
leuprolide, que se liga especificamente a receptores de LHRH
do epitélio wvaginal, foil administrada a vagina de ovelhas
para demonstrar a utilidade de hidrogéis wviscosos com
propriedades reoldgicas escolhidas de modo o6ptimo para
melhorar dramaticamente a distribuicao de agentes biocactivos
através dos epitélios dos mamiferos.

As concentragbes do hidrogel foram seleccionadas como
1,5% e 1,75% uma vez que, tal como se pode observar a partir
da Figura 1, a viscosidade aparente dos metocels esta no
intervalo entre 2 e 200 ou mais Poise no intervalo de tensao
aplicada de entre 1 e 100 Pascals. O leuprolide foil misturado
nos hidrogéis a uma concentragdo de 20 npg/ml. As ovelhas
foram tratadas com um total de 100 pg de leuprolide. Cada
tratamento causou um aumento significativo em LH, tal como
mostrado na Figura 4. Para demonstrar que a distribuicao de
leuprolide é aumentada utilizando os metocels reologicamente
optimizados, foram realizadas experiéncias de controlo
utilizando a mesma dose (100 pg de leuprolide) administrada a
vagina de ovelhas em solugao salina tamponada com fosfato
(metocel 0,0).

Os resultados deste estudo de comparagao sao mostrados
na Figura 5. Os resultados demonstram que a administracao de
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uma Unica dose de leuprolide num hidrogel reologicamente
optimizado podia ser utilizada para regular o desenvolvimento
folicular em humanos e animais. Seria esperado que a

administracdo diadria repetida inibisse a fungao dos ovarios.

Exemplo 3: Administragdo Intranasal de Andlogos da Hormona
Libertadora da Gonadotrofina ("GnRH")

Um andlogo de GnRH foi administrado intranasalmente a
ovelhas wutilizando uma solugao altamente viscosa para
demonstrar a generalidade das composigdes e métodos aqui
apresentados para distribuicdao de macromoléculas através de
barreiras epiteliais de mamifero. Uma cénula umbilical de
linha azul foi inserida na narina das ovelhas até uma
profundidade predefinida de 10 cm antes da distribuicao de
uma solugao de metocel a 1,5% (5 ml de solugao, contendo 100
Bng de anadlogo de GnRH) a partir de uma seringa. A
concentracao sérica de LH foi monitorizada em fungao do tempo
apés a administracao. Os resultados deste estudo sao
mostrados na Figura 6. Foi obtida uma concentragao sérica
terapeuticamente eficaz de LH, que ¢é comparavel a obtida
através de injecgao, reflectindo a capacidade das composigdes
e dos métodos aqui descritos para aumentar o transporte
transcelular de um andlogo de GnRH. Quando foi administrado
um controlo de 5 ml de solugao salina contendo 100 ug, a

concentragao sérica de LH foi virtualmente indetectavel.

Exemplo 4: Comparagdo da Distribuigdao Intravaginal e
Distribuigdo Intravenosa de Vasopressina a Ovelhas

Ao contrario de leuoprolide, a vasopressina (apesar do
peso molecular ser semelhante ao do leuoprolide) nao se liga
a receptores da superficie celular do epitélio wvaginal.
Consequentemente, vasopressina (ADH) foi administrada
intravaginalmente a ovelhas para determinar se a ligacao do
composto a distribuir a um receptor tinha um efeito na
distribuicéo intracelular. A distribuigao eficaz de
vasopressina fol medida através da determinagdo do nivel
sistémico de cortisol.

Tal como mostrado na Figura 7, nao houve virtualmente

diferenga nos niveis sistémicos de cortisol apods a
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administracao de um controlo (uma solugcao aguosa due nao
continha metocel nem vasopressina) relativamente a quando
foram distribuidos 200 pg de vasopressina intravaginalmente
em solugbes de metocel a 1,5 ou 1,75%. Por comparagao, a
administracao sistémica de vasopressina (administracao 1IV)
mostrou maiores niveis de cortisol. Este exemplo demonstra a

importancia da ligacgdo ao receptor para o sucesso do método.

Lisboa, 2011-07-07
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REIVINDICACOES

1. Composicgao para administracao de hormona
libertadora de gonadotrofina (GnRH) ou um andlogo de GnRH
intracelularmente a uma célula, compreendendo:

um hidrogel biocompativel, e

GnRH ou um analogo de GnRH;
caracterizada pela composicao ter uma viscosidade aparente de
entre 10 e 200 Poise (entre 1 e 20 N.m?

utilizando um redmetro de tensao controlada a 37°C utilizando

.8) quando medida

uma geometria de cone e prato a um intervalo de tensao

aplicada de entre 1 e 100 Pascals.

2. Composigao de acordo com a Reivindicagao 1 em que a
célula é uma célula eucaridtica.

3. Composigao de acordo com a Reivindicagao 2 em que a
célula é uma célula de mamifero, de preferéncia um humano.

4., Composicao de acordo com qualgquer uma das
Reivindicagdes 1-3 em que a célula € uma célula da vagina, do
recto, do nariz, do olho, do ouvido, da boca, dos pulmdes, ou
da pele.

5. Composicao da Reivindicagcao 1 em que a viscosidade
aparente da composicgdo esta entre 50 e 200 Poise (entre 5 e
20 N.m“.s).

6. Composigao da Reivindicagao 1 em gque o hidrogel
compreende uma celulose, 6xido de polialguileno,
polivinilpirrolidona, dextrano, alginato, agarose, gelatina,
dcido hialurédnico, trealose, alcool polivinilico, copolimeros
e misturas destes, poliacrilamida, polifosfazina,
poliacrilato ou copolimero de blocos de 6xido de

polialquileno.

7. Composigcao da Reivindicagcdo 1 em gque o hidrogel
compreende um polissacdarido, uma proteina ou um polimero

sintético.

8. Composicgao da Reivindicacgao 7 em que o)

polissacarido é uma celulose, um dextrano ou um alginato.
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9. Composigcao da Reivindicacdo 8 em que a celulose é
metilcelulose.
10. Composigao da Reivindicacgéao 9 compreendendo

metilcelulose numa concentracao de 1,25 a 1,8% (p/p).

11. Composigcao de qualquer uma das Reivindicagdes 1-10

para utilizar em medicina.

12. Utilizagcao da composicao de qualquer uma das
Reivindicagdes 1-10 na preparagao de um medicamento para

distribuicdo de agentes a células.

13. Utilizacdo da Reivindicagdo 12 em que a célula a
gqual o agente sera distribuido esta no nariz, na vagina, no

recto, no olho, no ouvido, na boca, nos pulmdes ou na pele.

14. Método para distribuicdo de GnRH ou de um analogo
de GnRH a células in vitro compreendendo a administragdo as
células de uma composicao de gqualquer uma das Reivindicagdes
1-10.

15. Composigdao tal como reivindicada em qualgquer uma
das Reivindicag¢bes 1 a 10 compreendendo ainda um agente de

superficie activa biocompativel.

Lisboa, 2011-07-07
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