Aspectos Evolutivos dos Hormonios

perspectivas

RESUMO

A busca do conhecimento verdadeiro (ciéncia) foi sempre norteada
pela légica, que ganhou instfrumentos poderosos da biotecnologia
atual. Com esses novos recursos, a natureza estd revelando a sua lin-
guagem secreta (codigo genético), o seu vocabuldrio proprio (sequén-
cias génicas), e as suas caracteristicas desde sempre aparentes em suas
criaturas (fendtipos). Tendo a natureza preservado em seu patrimdnio
seres vivos de diferentes periodos evolutivos, os pesquisadores podem
comparar os vestigios de subst@ncias (como os hormonios), preservados
em espécies anfigas e mais recentes, e tentar reconstituir o seu percur-
so ao longo dos milénios. Destarte, o presente trabalho aborda esses
aspectos evolutivos ligados aos hormonios. (Arq Bras Endocrinol Metab
2002;46/3:291-298)
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ABSTRACT

Evolutionary Aspects of Hormones.

The search of the true knowledge (science) was always guided by the
logic, which won powerful tools from the current biotechnology. With
these new resources, nature is revealing its secret language (genetic
code), its own vocabulary (gene sequences), and its characteristics from
always apparent in its creatures (phenotypes). Having nature preserved
in its patrimony living beings of different evolutionary periods, the investi-
gators can compare the vestiges of substances (such as hormones), pre-
served in old and more recent species, and try to reconstitute their
course along the millennia. The present work therefore approaches these
evolutionary aspects linked to the hormones. (Arq Bras Endocrinol Metab
2002;46/3:291-298)

Keywords: Hormones; Protohormones; Peptides; Evolution

UITO TEM SIDO ESCRITO acerca da evolu¢do dos hormoénios no senti-

do de “progresso” ou de “avan¢o” conceitual daqueles, mas pouco
tem sido reservado a acep¢io “darwiniana” da palavra “evolugiao” aplicada
aos hormonios, i.e., a0 “darwinismo” ou doutrina transformista do natu-
ralista inglés Charles Robert Darwin (1809-1882), que compos um sis-
tema de histéria natural cuja conclusio extrema é o parentesco fisiologico
- no presente caso, das moléculas hormonais -, e a origem comum de todos
os seres vivos, com a formag¢dao de novas espécies, por um processo de
sele¢do natural (1,2).

Ao contrario dos paleontologistas, os bidlogos nio possuem o
equivalente de fésseis para estudar a evolu¢io dos hormonios, por isso a
preservagio da similaridade das moléculas hormonais, através das diferentes
espécies vivas, ajuda a esclarecer determinados aspectos evolutivos dos hor-
monios; em outras palavras, como as espécies existentes resultaram obriga-
toriamente de uma duplicagdo génica bem-sucedida, ¢ possivel rastrear a
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evolu¢io dos horménios através de suas seqiiéncias
génicas remanescentes nas espécies sobreviventes; um
exemplo claro disso podendo ser extraido de glicopro-
teinas como o TSH, o FSH e a hCG, cujas sub-
unidades a e B estio presentes em espécies tio antigas
e dispares quanto os agnatos (ou cicléstomos), de 450
milhGes de anos atras, até os mamiferos, de 220 mi-
lhoes de anos atrds, sugerindo um gene ancestral
comum (3-5).

O inglés Francis Harry Compton Crick (1916),
juntamente com o norte-americano James Dewey
Watson (1928-), propuseram a estrutura em dupla
hélice para a molécula de ADN em 1953, ganhando
por isso o Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina
em 1962 (6-8).

O inglés Maurice Hugh Frederick Wilkins
(1916-) compartilhou o mesmo Prémio com aqueles
dois cientistas pelas suas proprias contribuigdes para o
esclarecimento dessa transferéncia de informa¢io na
matéria viva. Mas ji em 1958, Crick havia predito a
necessidade de uma disciplina chamada “Taxonomia
Protéica”, justamente para estudar as seqiiéncias de
aminodcidos das proteinas de um organismo, e com-
para-las com aquelas dos de outras espécies, o que, na
acertada opinidao de Crick, constitufa a expressio fe-
notipica (aparéncia) mais delicada de um organismo,
com vasto contetido de informagdo evolutiva (9).

As bactérias atuais constituem organismos pro-
cariontes (sem nucleos organizados nem estruturas
membranosas em seus citoplasmas), e os registros fos-
seis indicam que organismos procariontes, semelhantes
as bactérias, foram a anica forma de vida na terra até
1,5 bilhdo de anos atrds, tratando-se, portanto, dos
primeiros seres vivos (5,8).

O termo “filogénese”, do grego transliterado
phylon (significando “grupo”), ¢ génesis (significando
“origem”), foi criado pelo naturalista alemao Ernst
Heinrich Haeckel (1834-1919) - fervoroso discipulo
de Darwin -, para designar as relagdes de origem e pa-
rentesco entre os seres atuais € seus ancestrais, caben-
do, todavia, a Haeckel a elabora¢io da primeira arvore
filogenética (1879) de que se tem noticia (10).

Por conseguinte, em uma escala filogenética
dos organismos vivos, os procariontes (a exemplo das
bactérias), ocupam a parte inferior da escala, os euca-
riontes unicelulares (a exemplo das amebas), ocupam a
parte média da escala, e os eucariontes pluricelulares (a
exemplo dos artrépodes, dos vertebrados), ocupam a
parte superior da escala (3), ¢ substincias semelhantes
a insulina, a somatostatina, a calcitonina do tipo hu-
mano, ao TSH, dentre outras, ja foram encontradas,
respectivamente, no Aspergillus fumigatus, na Esche-
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richia coli, em Candida sp. e E. coli, no Clostridium
perfringens (11).

“Prot(o)-” é um elemento de composi¢io vo-
cabular oriundo do grego significando “primeiro” (1).
Um proto-hormoénio, do inglés protohormone, consti-
tuiria assim uma forma (primordial) de horménio tam-
bém encontravel em seres primitivos, a exemplo da
insulina nas bactérias e fungos, dos esterdides nos fun-
gos, e dos opidides nas amebas (3,11-13). Nestas alti-
mas, peptidios opidides foram capazes de inibir a
pinocitose - um processo variante da fagocitose e
equivalente de ingestdo alimentar para as amebas -,
efeito esse revertido pelo naloxano (um antagonista
opidide) (3) (apenas a titulo de reparo histérico,
cumpre assinalar que o zodlogo russo Ilya Metchnikoft
foi o primeiro autor a utilizar o termo “fagocitose”
[do grego transliterado phagein, comer] em 1883, e
Lewis aquele de “pinocitose” em 1931 [14,15]).

O Dictyostelinm discoidenm é também um ser
primitivo, uma ameba, cujas caracteristicas socio-
biolégicas - ou comportamentais no meio ambiente -
constituem um modelo privilegiado de sistema para o
estudo da agdo de substincias consideradas tanto hor-
monios quanto proto-horménios (13):

Em parte pelas condi¢oes de crescimento do D.
discoidenm na natureza serem reproduziveis in pitro
(na presenga de bactérias, como a E. coli ou a Aero-
bacter aerogenes, ou na auséncia de bactérias, nas ditas
“culturas axénicas” [6]), e

Em parte por seu crescimento ser manipuldvel
in vitro, através de diferentes estimulos e inibigdes.

Com efeito, na natureza ¢ em condi¢oes Otimas,
o D. discoidenm possui vida livre sob a forma unicelu-
lar e alimenta-se de bactérias e fungos, dividindo-se
quase de hora em hora; quando esses alimentos exau-
rem-se, cessa também a divisio celular ¢ o D. dis-
coidenm agrega-se a outros de sua espécie, tornando-
se aparentemente pluricelular sob a forma de um
pseudoplasmédio; o sinal molecular para essa quimio-
taxia, para a agregag¢do desses organismos sendo o gra-
diente extracelular aumentado do AMPc por eles mes-
mos secretado, indicando a escassez de alimentos no
meio (essas alteragoes morfogénicas “em fases”, i.c.,
de ameba inativa a ameba achatada, em seguida
arredondada e depois com pseuddépodes prontos para
a quimiotaxia, ¢ manipuldvel iz vitro apés estimulo
com 0 AMPc, e dessa maneira perfeitamente apreciavel
em condi¢Oes experimentais) (3,13,16).

Earl W. Sutherland Jr. (1915-1974) ¢ sua
equipe isolaram o AMPc em 1958, e assim o chama-
ram pelos dtomos do tnico grupo fosfato da molécula
de AMPc estarem arranjados sob a forma de um anel

Arqg Bras Endocrinol Metab vol 46 n° 3 Junho 2002



Aspectos Evolutivos dos Hormonios
Andrade Jr.

(17) (Sutherland Jr. foi agraciado com o Prémio
Nobel em Fisiologia ou Medicina em 1971).

Dessa maneira, a presenga do AMPc em toda a
escala filogenética o assemelharia a um “c6digo meta-
boélico generalizado” na expressio de Tomkins (1975,
citado por Baulieu, 1990 [3]), sugerindo que a lin-
guagem quimica do metabolismo celular é altamente
preservada na natureza (3). Entretanto, essa linguagem
diferiu na evolugiao das espécies: enquanto o AMPc
(extracelular) comporta-se como um mensageiro qui-
mico primdrio para o D. discoidenm ataimado, propi-
ciando a sua agregacio ¢ sobrevivéncia, para outras
espécies mais evoluidas, o AMPc (intracelular) compor-
ta-se como um mensageiro quimico secunddrio em res-
posta a agdo de varios hormonios endécrinos tradi-
cionais (mensageiros quimicos primarios), possibilitan-
do assim o escurecimento da pele de sapo pelo hor-
monio estimulante dos melandcitos, ou a reabsor¢io de
célcio 6sseo pelo hormonio paratiredide, dentre muitos
outros exemplos (17).

No homem, o AMPc é um importante regu-
lador da fun¢io celular, agindo como mensageiro qui-
mico secunddrio e podendo, todavia, apresentar niveis
plasmaiticos clevados em pacientes urémicos (apesar
dos niveis plasmdticos do AMPc normalmente refle-
tirem a atividade biol6gica do hormoénio paratiredide,
nio houve correlagio entre esses niveis elevados em
pacientes urémicos ¢ o grau do hiperparatircoidismo
secundario) (18). Ao contririo, a elevagio do AMPc
nefrogénico foi, em uma casuistica de 174 pacientes
com hiperparatireoidismo primario confirmado por
cirurgia, o estigma (sinal) mais seguro da doenga (19).

Assim sendo, vale ressaltar que o AMPc consti-
tui um dos poucos exemplos de mensageiros quimicos
confinados no meio intracelular do organismo cujos
niveis na circulagio geral tém valor fisiopatolégico.

Ja os niveis circulantes da acetilcolina (um neuro-
transmissor tradicional confinado nas fendas sindpticas),
refletiriam tdo-somente um extravasamento (spillover
em inglés) de seus multiplos sitios de agdo, ndo pos-
suindo interesse fisiopatoldgico reconhecido (4).

Dentre outros neurotransmissores tradicionais,
a exemplo das catecolaminas, a norepinefrina (ou no-
radrenalina) mereceu aqui alguns comentérios suple-
mentares, pelo seu significado fisiopatolégico no san-
gue parecer as vezes duvidoso a luz da literatura dos
tltimos 30 anos, especialmente no que concerne aos
mecanismos da contra-regulagioc hormonal na
emergéncia hipoglicémica induzida pela insulina.

Fazendo entdo um apanhado desse longo perio-
do literario, foi possivel concluir que tanto em nivel
animal (rato) quanto em nivel humano, as concen-
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tragdes sangiiineas de epinefrina (ou adrenalina) sio
sempre superiores aquelas de noradrenalina na contra-
regula¢io insulinica (a noradrenalina sendo um impor-
tante regulador da liberagdo hipotalimica de GHRH
(22), mas sem resposta em criangas com deficiéncia de
GH, ao contrario da adrenalina, com resposta, apesar
de baixa); que os niveis de ambas catecolaminas sio
proporcionalmente menores em pacientes diabéticos
com neuropatia autondmica; que as concentragoes
plasmdticas de noradrenalina constituem um indice
falivel da atividade simpatica neural, pela noradrenali-
na circulante poder derivar de atividades neuroniais
locais e da medula supra-renal, e essas diferengas
regionais constituirem empecilhos de analise (eis nova-
mente a questdo do spillover levantada por Niall em
relagio nio somente a acetilcolina mas também ao
TRH ¢ a outras substincias mais ou menos ubiquas
(onipresentes) no organismo) (4,20-25).

No ver de Niall (4), esses confinamentos (em
nivel intracelular, em nivel sindptico), além de outros
mais elaborados (a exemplo das separa¢des das subs-
tincias circulando no sangue, daquelas circulando em
espagos munidos de barreiras hematoteciduais naturais
- como a hematoencefilica, a hematotesticular), per-
mite que o mesmo hormoénio sirva em diferentes sitios,
dentro do mesmo organismo, regulando fun¢des em
locais diferentes (uma faceta da versatilidade evolutiva
dos hormonios e das substancias a eles relacionadas).

Entretanto, esses aspectos devem ser apreciados
de maneira critica, considerando a intensa dindmica de
funcionamento dos seres vivos.

A insulina, p.ex., atravessa a barreira hema-
toencefalica via transcitose mediada por receptor (figu-
ra 1), o que tem sido correlacionado com o transporte
concomitante aumentado de outras substincias peri-
féricas (um analogo da metencefalina produz analgesia
no SNC e tem o seu transporte aumentado na de-
pendéncia da dose de insulina administrada, com
potencial interesse fisiopatolégico sobre a nociper-
cepgao dos pacientes diabéticos) (26).

A glicose figura dentre os principais substratos
que podem ser utilizados como fonte direta de energia
pelos diferentes tecidos do homem e dos mamiferos,
no entanto, apenas dois 6rgaos, o figado e o rim, pos-
suem o equipamento enzimdtico (glicose-6-fosfatase),
totalmente a montante do processo inicial de glico-
genolise, e capaz de liberar a glicose armazenada sob a
forma de glicogénio intracelular (27). Dessa maneira,
sob a a¢io da glicose-6-fosfutase, 90% da glicose hepati-
ca se torna livre para circular no sangue apds a perda
do fosfato na posi¢io 6 de seu esqueleto hidrocar-
bénico; 10% da glicose livre provindo assim mesmo do
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rim (27) (dai a importincia do débito renal de glicose
na corregdo das crises hipoglicémicas).

A atividade enzimatica da glicose-6-fosfatase nio
¢, todavia, exclusiva dos organismos mais complexos,
ja tendo sido encontrada no Limulus (28), um parente
proximo das aranhas e escorpides (10).

Tamanha ¢ a importancia energética da glicose
em toda escala filogenética que sua limita¢io experi-
mental engendrou adapta¢oes mutacionais em culturas
de E. coli (29).

No homem, a importincia da glicose no me-
tabolismo energético, via o comportamento alimen-
tar, ¢ muito complexa, encontrando-se também esbo-
¢ada na figura 1 (em longo prazo, insulina e leptina
tém agoes sinérgicas, mas scus transportes para o SNC
sdo diferentes).

Ja a evolugdo dos receptores parece ter seguido
mais ou menos par: passu aquela de seus respectivos
hormonios na diversificagdo da escala filogenética (3).
Em outros termos, os receptores também mudaram
mais ou menos com a diferenciagdo das espécies.

Em favor desse argumento foram encontrados
materiais fixadores de hormonios “parecidos” com
aqueles dos receptores de vertebrados, p.ex., na
Pseudomonas mailtophilin para a hCG, na E. coli e na
Yersinia enterocolitica para o TSH, na Amoeba proteus
para os opidides, na Candida albicans para a cor-
ticosterona, em Saccharomyces cevevisine para os estro-
génios, ¢ assim por diante (11).

Outros aspectos evolutivos atrelados a ligagio
dos hormonios a seus receptores, e conseqiiente sina-
liza¢do intracelular da informagdo assim veiculada, tam-
bém parecem ter seguido mais ou menos par: passu a
evolugao da diversificagao da escala filogenética.

Por certo, os efeitos bioldgicos de muitos hor-
monios (polipeptidios, aminas) sio transmitidos pela
interagdo com seus receptores especificos existentes
nas superficies celulares, e pela subseqiiente ativagio da
enzima “adenilato ciclase” ligada as membranas (na
realidade, um complexo protéico formado pelos
proprios receptores hormonais (um de inibigao e outro
de estimulagdo), por uma unidade catalitica responsa-
vel pela transformagao do ATP em AMPc, e pela tri-
plice unidade reguladora da guanina - um nucleotideo
com um componente o com capacidades de estimu-
lag¢3o e de inibi¢ao melhor conhecidas, e componentes
B e y menos conhecidos) (30-32). Em suma, a ligagao
do horménio a seu receptor produz uma mudanga na
conformag¢io desse complexo, interagindo primeiro
com os componentes 3 e y, e em seguida com o com-
ponente o de acordo com a natureza estimulante ou
inibidora do receptor ativado, resultando, respectiva-
mente, no aumento ou na diminui¢io do AMPc
intracelular, e no efeito bioldgico coligado (31).

Na moderna classificagio dos seres vivos,
“metazoa” ¢ um termo reservado ao reino em que se
enquadram todos os animais (dai serem chamados
“metazodrios”), desde os espongidrios até o homem

Curto prazo ____ INSULINA__, Longo prazo

(periferia) (e leptina) (SNC)
Diminuigio /)
Barreira do consumo
hematoencefalica alimentar ,W—;
3

Aumento do
consumo

alimentar

Células do endotélio
cerebral

@cleo paraventricular

Figura 1. Presente tfanto em organismos inferiores quanto superiores da escala filo-
genética, ainsulina pode ser considerada um exemplo de proto-hormdnio essencial no
metabolismo energético global, em especial dos glicidios.
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(33), e os receptores com sete dominios atravessando
as membranas celulares, e acoplados as proteinas G
(com suas sub-unidades o, f§ e vy), representam um
importante grupo de receptores para os metazodarios,
embora em um estudo utilizando ADN complementar
de Geodia cydonium (uma esponja marinha perten-
cente a categoria mais inferior dos metazodrios), a
homologia da sub-unidade o tenha-se mostrado a mais
constante dentre as diferentes espécies da categoria (ha
portanto um trago evolutivo comum nos sistemas efe-
tores dos metazodrios) (32).

Ao contrario, e segundo Litwack & Schmidt
(31), a heterologia parece atingir nio somente as sub-
unidades f§ e y mas também a sub-unidade a das pro-
teinas G. Isso estd de acordo com os resultados dos
estudos de Soppa em halobactérias (34).

Com efeito, o pigmento fotossintético das
halobactérias nio € a clorofila, mas o retinal, um pig-
mento visual também presente na retina do olho dos
vertebrados, ¢ a membrana das halobactérias contém
moléculas de retinal combinadas a proteinas, forman-
do o complexo conhecido como “bacteriorrodopsina”
(14), geralmente considerado um modelo dos recep-
tores acoplados as proteinas G dos eucariontes (34). O
estudo de Soppa (34), baseado na compara¢io das
seqiiéncias de oito membros da familia das proteinas
retinais das halobactérias, com aquelas dos receptores
acoplados as proteinas G dos eucariontes, nao indicou
ligagao evolutiva entre essas duas familias.

Por conseguinte, esses estudos tenderam a
mostrar mais dessemelhangas do que semelhangas na
evolugao das proteinas G (importantes intermedidrios
entre os receptores e os sistemas efetores celulares), e
Soppa pds assim em questionamento a validade de
duas hipoteses:

A do exon shuffling (em inglés), ou literalmente
“éxon arrastado” em portugués, ¢;

A da “duplica¢io génica”, tentando explicar a
homologia da estrutura da bacteriorrodopsina com
aquela dos receptores acoplados as proteinas G dos
cucariontes (34).

De acordo com Garnier ¢ os Delamare (35),
“éxon” ¢ a parte do ADN que codifica a informagao
génica, ¢ o termo remonta a 1977, ao passo que
“intron” ¢ o inverso, mas remontando também a
mesma época. A titulo de ressalva, exon shuffling, assim
como intron insertion (em inglés, ou “inser¢io de
intron”), constituem apenas exemplos da série de
eventos evolutivos que acompanha a duplica¢io géni-
ca das espécies ao longo do tempo (36).

Segundo a teoria do exon shuffling de Gilbert
(1985, citado por Goldstein ¢ cols., 1995 [37]), éxons
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que codificam dominios protéicos funcionais s3o reuti-
lizados durante a evolugio.

Uma sinopse sobre intron insertion encontra-se
nesta referéncia (38).

Por fim, analisando os aspectos evolutivos dos
hormonios peptidicos, Niall destacou quatro preceitos
bastante difundidos, os quais resumiu com a seguinte
linguagem coloquial (4):

“A duplicagdo génica constitui a regra do jogo”
(muitos horménios peptidicos existem sob a forma de
“familias” com enorme homologia em suas seqiiéncias
de aminodcidos - familias de hormoénios afins a insuli-
na, a prolactina, aos hormoénios digestivos, aos hor-
monios glicoprotéicos de origem hipofisiria (o TSH e
o FSH ji mencionados) e placentaria, como a hCG
também ja mencionada);

“Tudo ¢ feito em todo lugar” (hormonios
pituitarios sao encontrados no cérebro e na placenta; a
somatostatina é encontrada no trato gastrintestinal e
nas ilhotas pancredticas, assim como no hipotilamo;
moléculas muito semelhantes ao LHRH tém sido
encontradas nas gbénadas ¢ na placenta; hormonios
gastrintestinais, a exemplo da colecistocinina e da gas-
trina, estdo presentes no cérebro);

“Nunca faga um novo hormoénio quando puder
utilizar um antigo” (bidlogos, especialmente os zodlo-
gos, ja notaram que a natureza é parcimoniosa na uti-
lizagdo de seus recursos, disponibilizando sempre os
mesmos mecanismos bem-sucedidos, a exemplo do
mimetismo (ou coloragio protetora) de varias
maneiras por diferentes espécies; o mesmo aplicando-
s¢ a evolugdo de receptores de velhos hormoénios em
novos alvos teciduais, a exemplo da prolactina, que
pode adaptar o peixe a diferentes concentragoes de sal
na dgua, ¢ preparar a glindula mamadria para a nutri¢io
de mamiferos jovens). De fato, a principal a¢io fisio-
légica da prolactina nos mamiferos é de estimular a
transcrigdo génica da caseina ¢ aumentar a tradugio de
seu ARN mensageiro, favorecendo assim a biossintese
da caseina do leite (39).

“Conservagio de estrutura = fun¢io” (com-
parando seqiiéncias de aminodcidos capazes de codi-
ficar determinados hormoénios, ¢ plausivel questionar
como certas regides puderam ser preservadas?).

Esses dois tltimos preceitos foram especial-
mente reunidos em uma “hipotese unitarista” propos-
ta por Ottaviani e cols. (40), na qual a evolugio
favorece o que tem sido conservado (“nunca faga um
novo horménio quando puder utilizar um antigo”
[4]), preferivelmente ao que tem sido mudado, pelo
menos no que tange as moléculas e as suas fung¢oes
(“conservagdo de estrutura = fung¢io” [4]), em um
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(coluna direita).

processo em que a rea¢io inflamatéria (“6xido nitrico”
em destaque) situa-se entre a resposta imune
(“macréfagos” e “citocinas” em destaque) e o estresse
(“sistema neuroenddcrino” em destaque através dos
produtos da POMC, das aminas biogénicas ¢ dos hor-
monios esterdides), compartilhando as mesmas raizes
evolutivas desde o comego da vida na terra.

A insulina é secretada pelas células § das ilhotas
pancredticas sob a influéncia de virios ecixos de regu-
la¢3o, sendo o da glicose alimentar o principal, e todos
0s outros menos importantes, a ex. do eixo de regu-
lagdo cérebro-insular (via acetilcolina), do éntero-insu-
lar (via o peptidio inibidor gastrico), ou da regula¢io
paracrina, na qual os diferentes componentes celulares
das ilhotas pancredticas (o ou produtor de glucagon, 3
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ou produtor de insulina, § ou produtor de somatos-
tatina, ¢ “PP” ou produtor do polipeptidio pancreati-
co), influenciam as secre¢oes uns dos outros (41).

Estudando precisamente alguns aspectos evolu-
tivos dos horménios intestinais e insulares, Van Noor-
den e Falkmer (42) concluiram que a localizagio da
insulina em vertebrados tio antigos quanto os ciclds-
tomos (ja mencionados) e os peixes, sugere que ela foi,
em termos filogenéticos, o primeiro hormoénio das
ilhotas pancreaticas, seguido pela somatostatina, o
glucagon e finalmente o polipeptidio pancredtico.

Ha decerto muitos aspectos pertinentes ainda
obscuros, mas as investiga¢des nessa 4drea sio de
grande interesse cientifico e continuam progredindo
(ver a figura 2).
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