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RESUMO 

  

Santana ALA. Caracterização fenotípica do zebrafish (Danio rerio) portador de 

knockout no gene prop1 gerado pela técnica de edição genômica CRISPR/Cas9 

na fase adulta [dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo; 2023. 

 

Hipopituitarismo congênito é definido como a deficiência de um ou mais 

hormônios da hipófise e pode ocorrer devido a mutações em fatores de 

transcrição envolvidos na embriogênese hipofisária. Em humanos, as variantes 

alélicas patogênicas  no PROP1 são a causa mais comum de hipopituitarismo 

congênito que se manifesta com déficit de GH (hormônio de crescimento), TSH 

(hormônio tireoestimulante), PRL (prolactina), gonadotrofinas (FSH e LH), e 

déficit variável e progressivo de ACTH. O gene PROP1 é responsável pelo 

deslocamento de células tronco/progenitoras da zona marginal para dentro do 

lobo anterior da hipófise onde elas irão se diferenciar. Esse gene é altamente 

conservado entre as espécies e é responsável direta ou indiretamente pela 

produção e secreção de hormônios hipofisários. A dissertação de mestrado da 

aluna de Mestrado Caroline Caetano Silva defendida na disciplina de 

endocrinologia do HCFMUSP teve como objetivo gerar um modelo animal 

zebrafish com variante alélica patogênica no gene prop1, e a iniciação científica 

da Aluna Débora Bissegatto teve o objetivo de fazer a caracterização auxológica 

e molecular do modelo com nocaute no período larval. Nessa fase observvou-se 

uma redução do tamanho do peixe com variante deletéria  quando comparado 

com o selvagem com 13 dias após fertilização, sendo restaurado o crescimento 

em 20dpf. A expressão gênica evidenciou uma diminuição do fator de transcrição 

hipofisário pit1 e do transcrito do hormônio hipofisário gh1 durante o 

desenvolvimento larval. O presente estudo se propõe a fazer caracterização 

fenotípica, no seu aspecto de fertilidade e crescimento, do modelo animal 

portador de variante alélica  no gene prop1 na vida adulta. Foram avaliados os 



 
 

transcritos dos hormônios hipofisários gh1, lh, fsh e tsh e também foi feita a 

comparação da quantidade de ovos postos, além da medição do tamanho dos 

animais adultos. Não houve diferença significativa entre os grupos, mostrando 

que o animal gerado tem o fenótipo restaurado de forma espontânea. 

Descritores: Hipopituitarismo; Fertilidade; Proteína 9 associada à CRISPR; 

Hipófise; Peixe-zebra. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

Santana ALA. Phenotypic characterization of zebrafish (Danio rerio) with a 

knockout in the prop1 gene generated by the CRISPR/Cas9 genomic edition in 

adulthood [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2023. 

 

Congenital hypopituitarism is defined as the deficiency of one or more pituitary 

hormones and may occur due to mutations in transcription factors involved in 

pituitary embryogenesis. In humans, pathogenic allelic variants in PROP1 are the 

most common cause of congenital hypopituitarism that manifests with deficits in 

GH (growth hormone), TSH (thyroid-stimulating hormone), PRL (prolactin), 

gonadotropins (FSH and LH), and variable and progressive ACTH. The PROP1 

gene is responsible for the displacement of stem/progenitor cells from the 

marginal zone into the anterior lobe of the pituitary gland where they will 

differentiate. This gene is highly conserved across species and is directly or 

indirectly responsible for the production and secretion of pituitary hormones. The 

master's thesis of Master's student Caroline Caetano Silva defended in the 

discipline of endocrinology at HCFMUSP aimed to generate a zebrafish animal 

model with a pathogenic allelic variant in the prop1 gene, and the scientific 

initiation of Student Débora Bissegatto aimed to make the auxological 

characterization and molecular of the model with knockout in the larval period. In 

this phase, a reduction in the size of the fish with the deleterious variant was 

observed when compared to the wild type at 13 days after fertilization, with 

restoration in the size at 20dpf. Gene expression showed a decrease in the 

pituitary transcription factor pit1 and the pituitary hormone gh1 transcript during 

larval development. The present study proposes to carry out a phenotypic 

characterization in terms of fertility and growth features in an animal model 

carrying an allelic variant in the prop1 gene in adulthood. The transcripts of the 

pituitary hormones gh1, lh, fsh and tsh were evaluated and the amount of eggs 

laid was also compared, in addition to measuring the size of the adult animals. 

There was no significant difference between the groups, showing that the 

generated animal has the phenotype spontaneously restored. 

Descriptors: Hypopituitarism; Fertility; CRISPR-associated protein 9; 

Hypophysis; Zebrafish. 
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1.Introdução 
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1.1 Hipófise   

A glândula hipófise é uma estrutura vital do corpo humano, pois 

desempenha funções cruciais para a funcionalidade biológica normal. Faz parte 

do eixo hipotálamo-hipofisário e controla diversos processos essenciais do 

organismo, através da produção e secreção de hormônios. Anatomicamente, a 

glândula está localizada em uma estrutura óssea (sela túrcica) na base do crânio 

e é dividida em duas porções: adenohipófise ou hipófise anterior, e neurohipófise 

ou hipófise posterior. A origem embriológica é distinta, sendo a adenohipófise 

originada a partir do ectoderma oral e a neurohipófise a partir do ectoderma 

neural (Zhu; Gleiberman; Rosenfeld, 2007) (Nunes, 2012) (Otto et al.,2015) ( 

Ganapathy; Tadi, 2021) . A adenohipófise é dividida em pars distalis e pars 

intermedialis, sendo a pars distalis responsável pela produção da maioria dos 

hormônios hipofisários e a pars intermedialis responsável, unicamente, pela 

secreção do hormônio melanotrófico (α-MSH), importante apenas no 

desenvolvimento fetal, particularmente para o desenvolvimento do sistema 

nervoso central, porém, após o nascimento essa região perde a sua 

funcionalidade, sendo assim, a α-MSH é indetectável na circulação.(Nunes, 

2012). 

A adenohipófise é composta por cinco tipos celulares distintos: 

corticotrofos, tireotrofos, gonadotrofos, somatotrofos e lactotrofos. Essas células 

são responsáveis pela biosíntese e secreção, respectivamente,  do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH); hormônio tireoestimulante (TSH); hormônio 

folículo-estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH); hormônio do 

crescimento (GH); e prolactina (PRL). A secreção destes hormônios é controlada 

pelos hormônios produzidos pelo hipotálamo e secretados na circulação portal 

hipofisária, atingindo as células secretoras na adenohipófise (Barret, 2017) 

.(Nunes, 2012). 

1.2. Embriogênese hipofisária em mamíferos   

O processo de embriogênese hipofisária é altamente conservado entre os 

mamíferos (Pogoda; Hammerschimdt, 2007; X et al., 2007) O desenvolvimento 
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da hipófise é dividido em: Iniciação da organogênese hipofisária, início do 

desenvolvimento da Bolsa de Rathke, formação da Bolsa de Rathke definitiva e 

determinação da linhagem e diferenciação celular. Vários fatores de transcrição 

estão envolvidos na formação da hipófise, entre eles o Hesx1, Gli2, Lhx3, Lhx4 

e Gata2 estão associados no desenvolvimento inicial, e os fatores Prop1 e 

Pou1f1 (ou Pit1), descritos na migração e diferenciação dos tipos celulares, estão 

envolvidos na etapa final do desenvolvimento (Schoenmakers et al., 2015; Larkin 

S et al.,2000; Madeira et al., 2017). 

A partir de 8º dia pós coito (dpc) é visualizado em camundongos o 

espessamento do ectoderma oral e as células presentes neste evento  irão dar 

origem à bolsa de Rathke, e a sua interação celular com o diencéfalo, 

proveniente do ectoderma neural, mostrou-se necessária para o 

desenvolvimento posterior da glândula (Dattani; Robinson, 2000). A expressão 
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de fatores de transcrição, como Bmp4, Fgf8/10/18 e Wtn5 são induzidos pelo 

ectoderma neural e são importantes para a formação da adenohipófise. 

(Quentien et al., 2006) e Titf1 (Lazzaro et al, 1991) (Kimura et al., 1996).   

Figura1: Esquema representativo ilustrando as etapas da embriogênese hipofisária em 

camundongos e a atuação de fatores de transcrição. FONTE: Adaptado de (Zhu, Gleiberman e 

Rosenfeld, 2007). 

Entre o 8,5 e 9,5 dpc, já é possível identificar a bolsa de Rathke como uma 

estrutura definida, apesar de ela ainda se manter ligada ao ectoderma neural. A 

bolsa de Rathke estará completamente formada aos 10,5 dpc. A proliferação do 

epitélio do lúmen dessa estrutura se prolifera durante o período de 10,5-12 dpc 

e se torna uma estrutura separada do ectoderma oral ao 12,5 dpc. 

(Schoenmakers et al., 2015). As células progenitoras que se encontram no lúmen 

da bolsa de Rathke começam a sair do ciclo celular, coincidindo com o pico de 

expressão do Prop1 e iniciam uma transição semelhante a transição epitelial-

mesenquimal (EMT-like), perdendo as suas ligações e movendo-se para a parte 

anterior da glândula, formando o lobo anterior. A partir do 14,5dpc, as células 

progenitoras começam a expressar fatores de transcrição considerados 

marcadores genéticos intermediários da diferenciação de cada linhagem celular 

hipofisária.  

O gene PROP1 (Prophet of Pit1, Paired-Like Homeodomain Transcription 

Factor) possui três éxons altamente conservados, localizados no cromossomo 

5, na região q3.5.3 em humanos, codificando um fator de transcrição de 226 

aminoácidos, pertencente à família paired-like homeobox. O domínio 

homeodomain da proteína, de 60 aminoácidos, é responsável pela capacidade 

de ligação ao DNA e é codificado pelo éxon 2 do gene (Dattani; Robinson, 2000) 

(Bottner et al., 2004). 

A proteína PROP1 é necessária para a ativação da expressão do Pit1 e  

camundongos, o Pit1 é necessário para a expressão de 3 hormônios: GH, TSH 

e PRL, pois ativa a expressão dos genes responsáveis pela produção dos 

hormônios hipofisários tshb, gh1 e prl, tanto como ativador transcricional direto 

quanto por meio de outras proteínas como a Beta-Catenina. O PROP1 age como 
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ativador transcricional do Pit1 ao se ligar à região enhancer do gene após formar 

um complexo com a Beta-Catenina (Davis et al., 2016) 

1.3. Hipopituitarismo congênito em modelos animais disponíveis 

para estudo 

O hipopituitarismo congênito é uma doença caracterizada pela deficiência 

na produção de 1 ou mais hormônios hipofisários sendo a deficiência de GH a 

mais comum das deficiências dos hormônios hipofisários. As variantes alélicas 

patogênicas em fatores de transcrição hipófise-específicos envolvidos na 

embriogênese hipofisária são a causa mais comum dessa doença em humanos, 

um deles sendo o PROP1. variantes alélicas patogênicas neste gene são a 

causa genética mais comum de hipopituitarismo congênito (prevalência de 53% 

na casuística estudada no Ambulatório do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina da USP, Brasil), que se manifesta com déficit de GH, TSH, PRL e 

gonadotrofinas (FSH e LH), podendo ou não haver progressão para deficiência 

de ACTH. Estes pacientes não entram na puberdade ou têm a puberdade 

interrompida. (Madeira et al., 2017). A maioria das variantes alélicas no gene 

PROP1 encontradas em pacientes com hipopituitarismo se localizam no 

segundo éxon (Madeira et al., 2017; Sornson et al., 1996). A imagem da região 

hipofisária pode cursar com hipófise normal, hipoplásica ou hiperplásica. Os 

casos descritos são de herança recessiva com casos esporádicos filhos de pais 

consanguíneos e a grande maioria de casos familiares (Bottner et al., 2004; 

Duquesnoy et al., 1998). Um dos modelos animais disponíveis para realizar 

estudos sobre essa condição é a linhagem Ames de camundongo, que carreia 

uma variante alélica patogênica missense espontânea no gene Prop1 (Prop1df/df) 

e cursa com deficiência no crescimento, hipotireoidismo e infertilidade. Nesse 

modelo há a especificação dos subtipos celulares, porém, não há a multiplicação 

e expansão dessas células (somatotrofos, lactotrofos e tireotrofos) Dattani e 

Robinson (2000).  

Em 2016 Davis e colaboradores realizaram um estudo em camundongos 

Propdf/df(Ser83pro) e Prop1-/- e afirmaram que, esses animais apresentavam 

deficiência congênita na linhagem de células dependente de Pit1 (somatotrofos, 

lactotrofos e tireotrofos) com diminuição das gonadotrofinas e preservação do 
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eixo corticotrofo. Em contraste, humanos com variantes alélicas patogênicas no 

PROP1 apresentam deficiência hormonal evolutiva da linhagem PIT1 

dependente (GH, TSH, PRL) assim como deficiência de gonadotrofinas e 

cortisol. 

1.4. O Zebrafish (Danio rerio) como um modelo animal  

O Zebrafish ou paulistinha (Danio rerio) é um pequeno teleósteo (3-4 cm) 

de água doce do sudeste da Ásia, da família Cyprinidae. Seu uso como modelo 

animal tem diversas vantagens em comparação com os roedores dado a sua 

fácil manutenção, pequeno porte, menor custo para criação, rápido metabolismo 

e alta taxa reprodutiva. Constituem excelente modelo experimental para estudos 

genéticos, toxicológicos, para desvendar o mecanismo de diversas doenças 

humanas além de testar novos agentes terapêuticos (Lieschke; Currie, 2007; 

Kari; Rodeck; Dicker, 2007).  

 

 

Figura 2: Casal de “Zebrafish”, macho apresenta um corpo esguio (acima) e alongado em 

comparação com a fêmea (abaixo). FOTO:acervo pessoal - Fernandes, BHV.             

De acordo com um artigo publicado na Nature , 70% dos genes humanos 

codificadores de proteínas estão relacionados a genes encontrados no zebrafish 

(Howe et.al.,2013).  

http://www.nature.com/nature/journal/v496/n7446/full/nature12111.html
http://www.nature.com/nature/journal/v496/n7446/full/nature12111.html
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Figura 3: Genes ortólogos compartilhados entre o genoma do humano, camundongo, frango e 

zebrafish. FONTE: Adaptado de (Howe et.al,2013) 

 

As características de sua embriogênese já são bem conhecidas, assim 

como o destino celular durante o seu desenvolvimento (Kimmel, 1988) (Kimmel, 

1989). Sua formação embrionária é rápida e de fácil visualização. Além disso, o 

zebrafish tem um ciclo de vida mais rápido do que os de camundongos. Com 72 

horas pós fertilização (hpf) entram em fase larval; seu crescimento é rápido e 

exacerbado entre o 9º e 51º dia pós-fertilização (dpf); ao 50º dpf, entram na fase 

de maturação sexual e com 90 dpf são considerados sexualmente maduros 

(Figura 2), permitindo que, em um curto período de tempo, seja possível estudar 

todas as fases do desenvolvimento do animal (He et al., 2014). 

1.5. O Zebrafish (Danio rerio) como modelo animal para estudar o 

gene prop1 

Uma pesquisa bibliográfica feita usando os termos “prop1 and zebrafish” 

mostrou como resultado apenas um artigo publicado com esse modelo animal, 

mostrando que são necessários mais estudos envolvendo esse fator de 

transcrição para ampliar a caracterização tanto fenotípica, quanto molecular do 

zebrafish. 
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A hipófise do Zebrafish está localizada abaixo do hipotálamo, porém, 

diferentemente dos mamíferos, o sistema de circulação portal que conecta o 

hipotálamo a hipófise encontra-se ausente e tanto a adenohipófise quanto a 

neurohipófise estão conectadas diretamente ao hipotálamo por células 

hipotalâmicas neurosecretoras. Outra característica anatômica que difere dos 

mamíferos é a ausência de divisão entre pars distalis e pars intermedialis, mas 

os tipos celulares se encontram organizados em domínios no lobo anterior, que 

abriga dois ou três tipos celulares (Pogoda; Hammerschmidt, 2007).  Neste 

modelo, seis linhagens celulares se diferenciam durante a embriogênese, sendo 

cinco delas semelhantes encontradas em humanos e camundongos, somadas 

aos melanotrofos, produtores de pró-opiomelanocortina (POMC), um precursor 

hormonal tanto do ACTH como do α-MSH (Pogoda; Hammerschmidt, 2007) 

(Angotzi et al., 2011).  

As características principais do sistema endócrino observadas em 

mamíferos se encontram conservadas no zebrafish, como a similaridade entre 

os sistemas de controle endócrino da reprodução, os mecanismos de controle 

de diferenciação e maturação sexual, tornando este animal um modelo 

adequado para ser utilizado em estudos do sistema endócrino. (Löhr; 

Hammerschmidt, 2011).   

Os genes deste teleósteo são evolutivamente conservados e apresentam 

alto grau de similaridade com os genes humanos e de camundongos (Lieschke; 

Currie, 2007) (Barbazuk et al., 2000).  

Em 2011, Angotzi e colaboradores analisaram o gene ortólogo ao prop1 

existente no zebrafish e descobriram que a expressão é específica da hipófise. 

O gene prop1 também possui três éxons e o homeodomínio é codificado 

principalmente pelo segundo éxon, do aminoácido 56 ao aminoácido 115 da 

proteína.  
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Figura 4: Sequência de aminoácidos da proteína PROP1 codificada pelo gene PROP1 em 

humanos (O75360) está representada em (A) e a sequência de aminoácidos da proteína PROP1 

codificada pelo gene prop1 em Zebrafish (B8R403) representada em (B). Em amarelo destacam-

se os homeodomínios. 

FONTE: (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2021). 

 

 

Figura 5: Estrutura 3D da proteína PROP1 codificada pelo gene PROP1 em humanos (O75360) 

está representada em (A) e a estrutura da proteína PROP1 codificada pelo gene prop1 em 

Zebrafish (B8R403) representada em (B). 
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A semelhança entre o homeodomínio das proteínas das duas espécies é 

de 75% de acordo com análises de pareamento realizadas com o software 

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Figura 5), provando que esse 

domínio é importante para a produção da proteína e é conservado entre as duas 

espécies, sendo assim, o zebrafish é um modelo animal válido para estudar os 

efeitos da variante alélica patogênica no prop1 e realizar comparações com o 

fenótipo encontrado em humanos portadores de variante alélica patogênica no 

mesmo gene.  

 

Figura 6: Análise de alinhamento das sequências de aminoácidos correspondentes ao 

homeodomínio das proteínas Prop1 (zebrafish) e PROP1 (humanos) indica similaridade de 75% 

entre os aminoácidos. 

1.6. CRISPR/Cas9 e geração de um modelo animal com variante 

alélica patogênica no gene prop1 

Na dissertação de mestrado de Caetano Silva (2017) foram gerados 

Zebrafish com edição genômica do gene prop1, que neste modelo se localiza no 

cromossomo 13, através da técnica de CRISPR/Cas9 (Silva;2017). Com dois 

componentes, esse sistema de edição usa uma sequência de RNA para guiar a 

endonuclease Cas9 ao alvo através da correlação de bases (Jinek et al., 2012). 

A técnica de CRISPR/Cas9 provou-se eficiente em zebrafish quando a Cas9 e o 

RNA guia (sgRNA) são injetados no zigoto no estágio de uma célula, podendo 

resultar em um organismo com inativação bialélica do gene em quase todas as 

células (Jao; Wente; Chen, 2013). 

Foram desenhados três sgRNA, tendo como alvo o segundo éxon do gene 

prop1 de acordo com a sequência depositada no Zfin por Angotzi  et.al. (2001) . 
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Para estabelecer a linhagem, foram selecionado o animal (F0) que apresentou 

uma inserção de 32 pares de base levando a uma alteração na fase de leitura e 

a inserção de um stop códon prematuro no aminoácido 61 da proteína (Figura 

5). Conforme dito anteriormente, o éxon 2 é de grande importância no gene e no 

funcionamento da proteína, por codificar o homeodomínio do fator de 

transcrição, responsável pela capacidade de ligação ao DNA (Madeira et al., 

2017) (Dattani; Robinson, 2000). 

 

 

Figura 7: Alvos da edição genômica e animais fundadores (F0) escolhidos para estabelecer a 

linhagem com knock-out no gene prop1. (A) Estrutura genômica do gene prop1 do Danio rerio. 

Os três alvos para edição genômica foram desenhados no éxon 2 do gene, que compreende o 

domínio homeobox da proteína, indicado em amarelo. A sequência codificadora e a sequência 

não-traduzida estão representadas por quadrados pretos e brancos, respectivamente. (B) 

variantes alélicas patogênicas encontradas no animal F0 utilizado para estabelecer a linhagem. 

Destacado em amarelo, trocas de nucleotídeos (g.337G>T); (g.338C>T); (g.339A>C); (g. 

340G>A). Destacado em verde, a inserção de 32 pares de base, seguindo a fase de leitura, e 

em vermelho sublinhado, o códon de parada inserido. Sublinhado em preto na sequência wild 

type (WT) se encontra o alvo do sgRNA 2.  

Análises prévias realizadas durante a execução do projeto de Iniciação 

Científica com bolsa de IC  FAPESP (Processo 2018/04616-0) “Caracterização 

fenotípica do Zebrafish (Danio rerio) portador de variante alélica patogênica no 

gene prop1 gerado por edição genômica pela técnica de CRISPR/Cas9” 
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demonstraram que durante o desenvolvimento embrionário, os animais 

homozigotos apresentam uma diminuição significante na expressão do fator de 

transcrição pit1 e dos transcritos do hormônio hipofisário gh1, mesmo enquanto 

a expressão do prop1 se encontrava à níveis comparáveis aos níveis observados 

em animais selvagens vide figura 6. Esse estudo mostrou que durante o 

desenvolvimento pós-embrionário, os animais homozigotos apresentavam uma 

significativa diferença no crescimento corporal aos 13dpf (Figura 8). Entretanto, 

aos 20dpf, o crescimento do homozigoto se apresentou semelhante ao selvagem 

(Figura 8).  

 

  

 

 

Figura 8: (A) Análise do comprimento em standard length (SL) em 13dpf revela que os animais 

homozigotos apresentavam comprimentos menores em comparação com os animais wild type 

(p<0.0001) (B) Análise do comprimento em standard length (SL) em 20dpf revela que os animais 

homozigotos não apresentavam diferença de comprimento em relação aos animais wild type 

neste período. (C) Análise da expressão gênica por PCR em Tempo Real do gene pit1 revela 

alterações significativas em 24hpf que persistem em 72hpf. Foi aplicado o teste estatístico One-

Way ANOVA (p<0.001). (D) Análise da expressão gênica por PCR em Tempo Real do gene gh1 

indicando expressão comparável aos animais wild type nos animais homozigotos em 24hpf. Em 
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72hpf, a expressão do gh1 nos animais homozigotos se encontra significativamente diminuída 

em comparação aos animais wild type. Foi aplicado o teste estatístico One-Way ANOVA 

(p<0.001). Posteriormente, pares foram comparados pelo teste t de Student, *** = p<0.001, ns = 

não significativo. 24hpf = 24 horas pós-fertilização, 72hpf = 72 horas pós-fertilização. (E) Análise 

da expressão gênica por PCR em Tempo Real do gene prop1 indica expressão semelhante dos 

animais wild type quando comparado aos animais homozigotos em 24hpf e em 72hpf. FONTE: 

(Bisegatto, 2019). 
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2.Justificativa 
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A hipófise é uma glândula que produz e secreta hormônios responsáveis pelo 

metabolismo, crescimento e reprodução. Sabe-se que o gene Prop1 é 

importante para a produção e secreção hormonal, e variantes alélicas 

patogênicas no gene PROP1/Prop1 em humanos e camundongos 

comprometem seu crescimento e reprodução.  

O Zebrafish gerado como modelo animal para estudo do hipopituitarismo 

através da técnica de CRISPR/Cas9 carreia a inserção de 32 pb levando a 

alteração na fase de leitura e inserção de um códon de parada no éxon 2. Esse 

animal  apresenta alterações na expressão de genes importantes para o 

desenvolvimento embrionário da hipófise e alterações no crescimento em fases 

iniciais, que são restaurados  ainda na fase larval e permanecem na vida adulta.  
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        3.Objetivos 
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Objetivo primário 

● Caracterização fenotípica do modelo animal portador de variante alélica 

patogênica no gene prop1 na fase adulta. 

 

Objetivos secundários 

 

● Caracterizar o nocaute do gene prop1 a nível proteico por meio da técnica 

de Western Blot. 

● Avaliar a expressão dos transcritos hipofisários do animal portador de 

variante alélica patogênica no gene prop1 na fase adulta. 
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4. Material e Métodos 
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4.1 Aspectos éticos 

 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) e está registrado com o código 1548/2021. 

 

4.2 Descrição da linhagem 

 

Foram utilizados zebrafish (Danio rerio) da linhagem AB/Oregon 

University. 

 

4.3 Manutenção do zebrafish 

 

Todos os animais foram mantidos em aquários de 3,5 litros (Tecniplast), 

com uma distribuição de 5 animais adultos por litro. Os aquários foram mantidos 

sob condições climáticas controladas, pH ~ 7,5; condutividade de 500 a 700μs; 

com temperatura da sala de até 29ºC. O fotoperíodo foi de 14 horas de luz. Os 

animais, mantidos no Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP, foram 

alimentados de duas a três vezes ao dia, com ração comercial Gemma micro de 

tamanho adequado ao seu estágio de desenvolvimento (Skretting a nutreco 

company®). Larvas de 5 a 17 dpf foram alimentadas com ração granulada de 75 

micras, larvas de 18 a 30 dpf foram alimentadas com ração granulada de 150 

micras e fase juvenil e adulta com ração granulada de 300 micras. 

4.4 Reprodução do zebrafish 

 

Mantendo a proporção de 1 fêmea para 2 machos, os animais foram 

separados e colocados no aquário específico de fertilização na noite anterior.  
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Figura 9: Modelo de aquário para acasalamento: sex on the beach. Fotos: 

Fernandes, BHV. 

Na manhã seguinte, após a retirada da divisória e a dança do 

acasalamento,  os ovos foram recolhidos do fundo do aquário. Os ovos viáveis 

foram separados e armazenados em placas de Petri (90x15 mm, n=50 

embriões/placas) com meio embriônico e mantidos em estufa à 28ºC até o 5 dia 

pós-fertilização (dpf).  

 

                     

Figura 10: Placa de petri com embriões desovados. Coleta feita no período 

matutino. 
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Durante o período de cinco dias foi necessário limpar manualmente a 

placa de uma a duas vezes por dia, para retirar os embriões e larvas mortas e 

trocar o meio embriônico. No sexto dia as larvas saudáveis foram transferidas 

para o aquário e começaram a ser alimentadas com ração especial para larvas.  

4.5 Análise da Expressão Proteica 

A presença da proteína Prop1 nas amostras de animais homozigotos foi 

avaliada por meio da técnica de Western Blot.  

Pools de 30 embriões foram coletados em 24hpf e 72hpf, e foram 

armazenados a -80ºC até a manipulação das amostras. Para a extração, as 

amostras foram lisadas em 100uL de Buffer RIPA (TermoFisher Cientific, USA) 

e inibidor de protease (Sigma, St. Louis, EUA). Cada amostra foi quantificada 

utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EUA). 

Quantidades iguais de proteína (30μg) dissolvidas em tampão de amostra 

contendo SDS foram aplicadas nos poços de gel de SDS-PAGE 12% (sódio gel 

de poliacrilamida-dodecilsulfato) e submetidas à eletroforese em cuba para mini-

gel (Bio-Rad, Brasil), por 2 horas, com corrente/voltagem de 120V.  

Após a eletroforese, as amostras fracionadas no gel foram transferidas 

para membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (Amersham-Biosciences, Little 

Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra) em equipamento semi-seco a 10V/90 mA 

por 1 hora. A membrana então foi bloqueada com uma solução de 5% de leite 

desnatado em PBST (PBS 1X com adição de 0.1% de Tween20 (Invitrogen)), 

sob agitação, por 4-6 horas em temperatura ambiente ou overnight a 4ºC. Após 

o bloqueio, a membrana foi incubada em solução de 5% de leite desnatado e 

PBST com o anticorpo primário Anti Prop1 (Proteimax, Brasil) diluído a 1:500 e 

incubada a 4ºC, overnight e em agitação. Foram realizadas três lavagens rápidas 

com PBS após a incubação, e depois mais três lavagens de 10 minutos com 

PBST. Então, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário anti-Rabbit 

conjugado com HRP diluído a uma concentração de 1:5000 em PBST por 2 

horas a 4ºC.  Foram realizadas três lavagens rápidas com PBS 1X e três 

lavagens de 10 minutos com PBST. O complexo antígeno-anticorpo foi 
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visualizado por quimioluminescência após adição de substrato da peroxidase 

conjugada ao anticorpo secundário.  

4.6 Análise da fertilidade e fecundidade dos mutantes prop1 (-/-) 

A fertilidade foi testada utilizando machos e fêmeas do genótipo 

homozigoto em comparação com animais wild type, iniciados a partir da 

maturação sexual (animais com três meses de vida). Foram contabilizados o total 

de ovos postos e de ovos fertilizados após a cópula, por 72 horas. 

 

I. Acasalamento ♀ (-/-) vs. ♂ (-/-) - contabilização de ovos postos, ovos 

fertilizados e viabilidade dos embriões. 

II. Acasalamento ♀ WT vs. ♂WT  - contabilização de ovos postos, ovos 

fertilizados e viabilidade dos embriões. 

 

4.7 Caracterização do tamanho na fase adulta 

 

Foi realizada a medição do comprimento padrão (standard lenght – SL), 

da ponta do focinho até a cauda dos animais homozigotos com uma régua, 

conforme descrito por Partichy et.al (2009), em animais adultos de 90 dias após 

fertilização, comparando com os animais wild type. Para isso, os animais foram 

imersos em solução de Tricaína a 160mg/mL para anestesia e foi anotado o 

tamanho em cm para posterior análise estatística. Para evitar interferências 

ambientais, os animais homozigotos e wild type foram alimentados de maneira 

idêntica e mantidos em densidades populacionais iguais, de 5 animais adultos 

por aquário, para diminuir a competição por alimento. 
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Figura 11: Medidas utilizadas para avaliar o crescimento e desenvolvimento no 

Zebrafish. 

 

 

Figura 12: Representação de como foi realizada a medição do comprimento 

padrão. (A) Zebrafish homozigoto (B) Zebrafish Wild Type. 

 

4.8 PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR) 

A expressão dos transcritos dos hormônios hipofisários gh1, tshb, prl, 

fshb, lhb foram avaliadas na fase adulta (90dpf). Como normalizador, foi utilizado 

o gene endógeno ef1a.  

4.8.1 Extração de RNA 

Foram feitos pools (n=3) do cérebro e hipófise dos animais adultos 

(90dpf). As amostras foram coletadas e imediatamente armazenadas em 

RNAlater (TermoFisher Scientific, USA) a -80ºC até a sua manipulação. 

A extração de RNA foi realizada utilizando o kit AllPrep® DNA/RNA Mini 

Kit (Qiagen, Alemanha).  

Primeiramente as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 14.800 

rpm. O RNA later foi retirado completamente e os seguintes passos foram 

seguidos: Um volume de 350µL de Buffer RLT Plus foi adicionado ao tubo e as 

amostras foram lisadas com um auxílio de um triturador até que as amostras 

ficassem bem homogêneas. As amostras foram transferidas para a coluna 

AllPrep DNA spin (2ml) e centrifugadas por 1 minuto a 14.800 rpm.  Um volume 
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de 350µL de etanol 70% gelado foi acrescentado as amostras. O volume total de 

700µL foi transferido para a coluna RNeasy spin (2ml), centrifugado por 45 

segundos a 14.800rpm. A mesma coluna foi utilizada nos três passos a seguir: 

1- Foi adicionado 700µL de Buffer RW1 na coluna RNeasy, centrifugado 

por 45 segundos a 14.800 rpm e após retirar da centrífuga foi 

descartado sobrenadante. 

2- Foi adicionado 500µL de Buffer RPE na coluna RNeasy, centrifugado 

por 45 segundos a 14.800 rpm e após retirar da centrífuga foi 

descartado o sobrenadante. 

3- Foi adicionado novamente 500µL de Buffer RPE na coluna RNeasy, 

centrifugado por 45 segundos a 14.800 rpm e após retirar da centrífuga 

foi descartado o sobrenadante. 

A coluna RNeasy foi colocada em um eppendorf de 1.5ml e foi 

acrecentado 20µL de RNase-free water diretamente na coluna da membrana. E 

centrifugado por 1 minuto a 14.800 rpm para eluir o RNA. 

A quantificação do total de RNA obtido na extração foi realizada utilizando 

espectofotômetro (NanoPhotometer P-300, Implen, Alemanha), com o 

comprimento de onda de 260nm, e será determinada a pureza das amostras 

através das relações 260/280 e 260/230, sendo consideradas para transcrição 

reversa as amostras com relações maiores que 1,8 e 2,0, respectivamente). O 

RNA extraído foi armazenado no -80ºC até a sua manipulação. 

4.8.2 Transcrição Reversa 

1. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 500 nanogramas 

de RNA total através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com as recomendações do 

fabricante, descritas a seguir. 

2. Foi diluído 500 ng de RNA total, ajustando o volume final para 20L 

3. O Mix para a transcrição reversa foi executado de acordo com as 

orientações do fabricante:  



25 
 

Tabela 1. Protocolo para reação de cDNA. 

 

Reagente Quantidade para uma amostra (µL) 

10x RT Buffer                                 4 µL 

10x RT random primers                                 4 µL 

25x dNTP mix (100nm) 1,6 µL 

Multiscribe RT                                 2 µL 

H20 nuclease-free  8,4 µL 

Volume Total                            20µL 

 

4. 20µL de 2x RT master mix foi pipetado em cada tubo eppendorf juntamente 

com 20µL da amostra de RNA. Os tubos foram fechados e foi dado spin 

down.   

5. As amostras foram colocadas no termociclador e o programa foi ajustado 

de acordo com as condições a seguir descritas pelo fabricante: 

Tabela 2. Protocolo de programação do termociclador para reação de 

cDNA 

 

Ciclos Temperatura Tempo 

1 25ºC 10’ 

1 37ºC 120’ 

1 85ºC 5’’ 

1 4ºC ∞ 

 

Após o término do procedimento, as amostras foram armazenadas a - 

20°C até a manipulação.  

4.8.3 Primers 
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As sequências nucleotídicas dos pares de primers que foram utilizados 

estão descritos na tabela 1. Os primers dos genes ef1a (Angotzi et al., 2011), 

gh1, lshb, fshb e tshb (He et al., 2014) foram previamente descritos na literatura. 

Tabela 3. Sequências de primers para a RT-qPCR 

Gene Sequência Forward 5’-3’ Sequência Reverse 5’-3’ 

ef1a CGTCTGCCACTTCAGGATG TGTCTCCAGCCACATTACCA 

gh1 CCTCTGTCGTTCTGCAACTC ACTCCCAGGATTCAATGAGG 

tshb CTGTCAACACCACCATCTGC GTGCATCCCCTCTGAACAAT 

fshb GATGCGTGTGCTTGTTCTGG ACTCGATCCATTGTCCAGCAT 

lhb GCAGAGACACTTACAACAGCC AAAACCAAGCTCTGAGCAGCC 

 

4.8.4 Mix para PCR em tempo real 

Após a reação de transcriptase reversa, os cDNAs obtidos foram 

utilizados para análise da expressão gênica utilizando o kit SYBR™ Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, USA), conforme protocolo descrito pelo 

fabricante.th 

As amostras foram amplificadas em um termociclador AriaMx Real-Time 

PCR System (Agilent, USA) e a expressão dos genes foi normalizada utilizando 

amostras dos animais selvagens de período correspondente (90dpf) e o gene 

endógeno ef1a. 

O Mix para a reação de RT-PCR foi feito de acordo com as instruções do 

fabricante: 

                Tabela 4. Protocolo para a reação de RT-PCR 

Reagente Quantidade para uma amostra (µL) 

Sybr® Green 10µL 

Primer Forward    0,4 µL 

Primer Reverse    0,4 µL 

     H20 nuclease-free    7,2 µL 

             Volume Total                        18µL 
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             Tabela 5. Protocolo de programação do equipamento Aria Mx 

Temperatura Tempo 

95ºC 10’ 

95ºC 15’’ 

60ºC 1’ 

 

A quantificação relativa foi realizada pelo método 2-ΔΔCT de Livak e 

Schmittgen (2001), em que o ΔCT representa a diferença de expressão entre o 

gene-alvo e o endógeno da mesma amostra e o ΔΔCT corresponde a diferença 

entre o ΔCT da amostra mutante e o ΔCT do calibrador selvagem do mesmo 

sexo e período. Os valores da expressão gênica representam o número de vezes 

em que o gene-alvo está expresso em relação ao calibrador utilizado. Cada 

amostra foi reproduzida em triplicata. (Livak KJ; Schmittgen TD,2001)            

 

4.8.5. Análise estatística 

Todos os valores submetidos à análise estatística foram obtidos de múltiplos 

ensaios independentes e em triplicatas biológicas (n=9). Os valores foram 

submetidos a ANOVA e ao teste-t de Student, utilizando o software “GraphPad 

Prism” versão 9.1.0. As análises foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0.05. 
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5. Resultados 
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5.1 Avaliação da fertilidade restaurada espontaneamente 

 

Foi avaliada a fertilidade dos animais (-/-) em comparação com o grupo 

controle, contando o número de ovos postos por 15 acasalamentos seguidos. 
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Figura 13: A contabilização dos ovos postos evidenciou um p sem significância estatística (ns), 

mostrando que os animais homozigotos têm uma taxa de reprodução similar a dos animais wild 

type. Teste t não pareado p<0.05. ns= não significativo, 90 dpf= 90 dias pós fertilização. 

5.2 Avaliação do comprimento corporal 
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Figura 14: Análise do comprimento em standard length (SL) revela que os animais homozigotos 

não apresentam diferença de comprimento em relação aos animais wild type na fase adulta. Os 

pares foram comparados pelo teste t de Student p<0.05. ns= não significativo, 90 dpf= 90 dias 

pós fertilização. 

5.3 Análise proteica  

Inicialmente, a análise protéica por western blotting permitiu observar que  grupo 

WT possuía uma banda com PM aproximado de 50 kDa e o grupo HM possuía 

duas bandas com PM aproximado de 50 kDa (figura 15). Novos testes foram 

realizados para confirmar esse resultado e obter a ausência da proteína (figura 

16). 
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Figura 15: Expressão proteica realizada em núcleo. É possível ver uma banda de PM 

aproximado de 50kDa no grupo WT, enquanto que é possível ver duas bandas de pM 

aproximado de 50 kDa no grupo de animais HM. 

 

  

Figura 16: Expressão protéica realizada em núcleo. É possível ver uma banda de PM 

aproximando de 50kDa no grupo WT e uma banda de PM aproximado de 50 kDa no grupo de 

animais HM. Experimento realizado após teste de adsorção. 
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Figura 17: Histona foi utilizada como marcador de núcleos. 

 

5.4 Expressão gênica dos hormônios hipofisários lh, tsh, gh1 e fsh 
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Figura 18: Expressão gênica dos hormônios hipofisários na fase adulta. (A) Análise da 

expressão gênica por PCR em Tempo Real do lhβ.  (B) Análise da expressão gênica por PCR 

em Tempo Real do gh1. (C) Análise da expressão gênica por PCR em Tempo Real do tshβ. (D) 

Análise da expressão gênica por PCR em Tempo Real do fshβ. Foi aplicado o teste ANOVA 

(p<0.05). Posteriormente, os pares foram comparados pelo teste t de Student. ns= não 

significativo. 90dpf=dias pós-fertilização. 
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6.Discussão  
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O processo de embriogênese hipofisária depende da expressão de 

diversos fatores de transcrição, que atuam na proliferação, migração e 

diferenciação das células hipofisárias.  

O gene PROP1 ( Prophet of Pit1 paired-liked homeobox 1) codifica a 

proteína PROP1, um fator de transcrição da família homeodomain e o PROP1 

também promove a expressão do gene POU1F1 (Pit1) ao se ligar na região 

promotora desse gene. (BANERJEE-BASU, 2001; YOUNGBLOOD et al., 2018). 

Estudos feitos em camundongo, mostraram que Pit1 era necessário para 

a especificação de três subtipos celulares (somatotrofos, lactotrofos e tireotrofos) 

e que variantes alélicas patogênicas no Pit1 resultavam na ausência de 

expressão de GH, PRL e TSH e diminuição dessas três populações celulares 

nas hipófises (LI et al., 1990). A maioria dos humanos com variantes alélicas 

patogênicas no gene PROP1  apresentam deficiências hormonais de GH, PRL, 

TSH e gonadotrofinas, mas também podem apresentar deficiência de cortisol 

geralmente na fase adulta. (MENDONÇA et.al., 1999). 

Em 2011, Angotzi e colaboradores clonaram o gene ortólogo ao prop1 do 

zebrafish. Nesse estudo, a autora caracterizou o padrão de expressão do prop1 

nos animais normais, e determinou que a expressão do prop1 começa a ser 

detectada a partir de 16 hpf e o gene é expresso de maneira crescente até 36hpf. 

A partir desse período, a expressão diminui gradativamente , sendo detectada 

com menor intensidade em 96 hpf (Angotzi et al., 2011). 

O presente estudo permitiu a criação de um modelo animal com nocaute 

no gene prop1 utilizando morpholinos, oligonucleotídeos que são 

complementares ao mRNA do gene e, ao se ligarem, impedem a tradução do 

mesmo. Entretanto, essa variante alélica patogênica não é permanente, sendo 

eficaz por 72 horas e tornando impossível caracterizar os efeitos das variantes 

alélicas patogênicas no gene prop1 a longo prazo no zebrafish.  Levando em 

consideração essas informações, a aluna de mestrado Caroline Caetano, em 

sua dissertação de mestrado, gerou animais através da técnica de 

CRISPR/Cas9. Esses animais apresentavam uma inserção de 32 pb no éxon 2 

do gene prop1, levando a alteração de leitura e um stop códon prematuro no 

aminoácido 61 da proteína. A presença dessa variante alélica patogênica foi 

confirmada em todas as proles através do sequenciamento. O éxon 2 apresenta 
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uma  de grande importância no gene por codificar o domínio homeodomain da 

proteína, espera-se que a proteína PROP1 truncada precocemente seja pouco 

ativa ou até mesmo inativa, por não conter o domínio de atividade. 

Na iniciação científica da aluna Débora Bissegatto, os níveis de expressão 

do gene prop1  foram analisados, juntamente com os níveis de expressão do pit1 

e gh1, por serem genes dependentes da atividade da proteína PROP1. Foi 

observado que os animais homozigotos apresentavam níveis menores na 

expressão do prop1, em comparação com os animais wild type, quando 

analisados em 24 horas. Em 72hpf, os níveis de expressão do prop1 em animais 

homozigotos não apresentaram diferença em relação à expressão nos animais 

wild type. Já sobre a expressão do gene pit1, sabemos que ele é dependente da 

atividade do Prop1, os animais homozigotos apresentaram baixos níveis de 

expressão em comparação aos animais wild type, em ambos os períodos 

analisados, o que pode ser explicado por uma possível inatividade da proteína 

PROP1. Nesse estudo também foi feito uma análise do crescimento desses 

animais. Os animais com variante alélica patogênica apresentaram uma 

diferença de tamanho em 13 dpf, em comparação com os animais wild type, 

porém, em 20 dpf há um restauro do crescimento e não há diferença significativa 

entre tamanho desses animais. Isso pode ser causado por uma ausência ou 

inativação da proteína PROP1 no animal com variante alélica patogênica.  

Atualmente pudemos comprovar que os animais homozigotos são 

naturalmente férteis, pois foi mostrado estatisticamente que não existe diferença 

significativa entre os grupos homozigotos e wild type, diferentemente de 

humanos e camundongos, fazendo nos postular que possa existir uma via de 

reparo ativada quando há a variante alélica patogênica no Prop1. 

Um ponto a ser considerado é que existe uma duplicação ampla no 

genoma do zebrafish e todos os genes podem estar funcionais, ou seja, é 

necessário o nocaute de todos os genes para se obter ausência total da proteína. 

( Amores et.al.1998; Postlethwait et.al.1998; Gates et.al. 1999). O gene prop1 

pode estar duplicado, o que levaria a confirmação da variante alélica patogênica 

através do sequenciamento, o fenótipo nos estágios iniciais do desenvolvimento 

e a recuperação do crescimento e fertilidade.  
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No presente estudo os níveis de expressão de gh1 nos animais com 

variante alélica patogênica no gene prop1 se mostraram menores em 

comparação aos níveis de expressão dos animais wild type, indicando um atraso 

na diferenciação celular dos somatotrofos nesses animais. Em 24hpf, não se 

detectou expressão de gh1 nos animais wild type e homozigotos, pois a 

diferenciação celular dos somatotrofos se inicia a partir de 42hpf (HERZOG et 

al., 2003). Esses achados também corroboram com a hipótese da inativação da 

proteína Prop1 e falha na ativação da expressão do gene pit1. 

O experimento de western bloting mostrou que há proteína residual nos 

pools de animais de homozigotos e os ensaios foram repetidos três vezes, 

porém, a proteína ainda aparece mesmo que de forma menor em comparação 

com os animais wild type. O fato da proteína aparecer no western blotting não 

quer dizer que ela seja funcional, visto que os animais apresentam um fenótipo 

diferente nos estágio iniciais da vida. 

Segundo Smits et.al, embora a eficiência da variante alélica patogênica 

realizada por Crispr/Cas9 seja confirmada pelo sequenciamento de DNA, ainda 

não há uma compreensão sistemática da eficiência da eliminação de proteínas. 

Em um estudo realizado em 2019, onde realizaram 193 deleções visando 136 

genes distintos com frameshift induzidos por Crispr/Cas9 em células HAP1, 

observaram proteína residual para cerca de um terço dos alvos e identificaram 

alguns mecanismos que podem estar associados a esse fenômeno, o que levaria 

a implicar que a caracterização sistemática da expressão ou função de proteínas 

residuais em nocautes gerados através de Crispr/Cas9 é necessária para a 

interpretação do fenótipo apresentado. 

Nesse estudo são citados dois  mecanismos causais: 1- Exon skipping, 

que pode levar a isoformas de proteínas com deleções de sequências internas 

e reinício de tradução, o que leva proteínas alvo truncadas parcialmente 

funcionais (Smits et.al.,2019). 2- Nonsense mediated decay é uma via de 

vigilância celular que tem como principal função reduzir erros na expressão 

gênica que contém stop códons prematuros, porém, de acordo com Teran et.al 

(2021) existem proteínas truncadas que escapam a esse mecanismo. 

Lindeboom et.al mostrou que existem regras que podem ser utilizadas como 

justificativa para tais eventos, como por exemplo não estar perto do início de um 
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gene (dentro de 150nt), em um éxon longo (mais de 450 nt) ou após 50-55 

nucleotídeos antes da última junção de éxon.  Se a variante alélica patogênica 

estiver dentro dessas regras provavelmente ela irá escapar do mecanismo de 

nonsense mediated decay (Lindeboom et.al.,2016). 

Até o presente momento, podemos concluir que o animal com nocaute no gene 

prop1 gerado por edição genômica apresenta um fenótipo no início do 

desenvolvimento larval, com possível recuperação do fenótipo, já que os 

transcritos dos hormônios hipofisários lh, tsh, gh1 e tsh não apresentam 

diferença estatística significativa e esses aspectos precisam ser melhor 

caracterizados e esclarecidos em experimentos adicionais.  
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7. Conclusão 
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Concluímos que os animais com variante alélica patogênica no gene 

prop1 apresentam proteína residual, visualizada nos testes de western blotting. 

Eles o crescem semelhante ao selvagem e se reproduzem espontaneamente A 

expressão gênica dos hormônios hipofisários gh, lh, fsh e tsh são semelhantes 

ao selvagem na vida adulta  

Portanto, podemos concluir que o zebrafish portador de variante alélica 

patogênica no gene prop1 criado pela técnica de CRISPR/Cas9 possui um 

restauro espontâneo da fertilidade, tamanho e expressão gênica e mais estudos 

devem ser realizados a fim de descobrir qual ou quais vias estão presentes 

nesse mecanismo. 
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