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RESUMO GERAL

O presente trabalho visa correlacionar o polimorfismo do gene IGF-2 humano a
sindromes hipertensivas gestacionais como hipertensdo gestacional (HG) e
hipertensao arterial crénica (HAC), tendo em vista que estas sindromes estdo entre
as maiores causas de morte materna e fetal. Diferentes ferramentas e tecnologias
computacionais foram utilizadas para analisar dados depositados nos bancos de
bioinformatica e predizer as consequéncias moleculares na substituicdo de
aminoacidos na proteina codificada pelo gene IGF-2 com base na estrutura proteica
trazendo informacdes importantes para identificacdo de mutacdes que podem causar
doencas genéticas humanas.

O fator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF-2) € um dos trés horménios
proteicos que compartiiham semelhanga estrutural com a insulina e esta ligado a
fatores de crescimento que estao envolvidos no desenvolvimento embrionario. Esse
gene sofre imprinting materno (é silenciado), ou seja, o alelo a ser expresso deve ser
sempre aquele herdado do pai para que o individuo tenha o fendtipo normal.
(BARTOLOMEI; ZEMEL; TILGHMAN, 1991).Embora o alelo materno seja
perfeitamente normal em sequéncia, este sera inativado por metilacdo, e, caso
aconteca ao contrario, e esse gene de origem paterna seja imprintado e o da mée
seja expresso, o individuo sera raquitico, crescendo menos da metade do tamanho
normal. O principal papel do IGF-2 € como um hormdnio promotor de crescimento
durante a gestagdo em mamiferos, desempenhando um papel fundamental na
regulacdo do desenvolvimento feto placentario influenciado pelo lactogénio
placentario.Assim,a importancia de estudar o polimorfismo do gene IGF2 é associar

as variantes encontradas com as sindromes hipertensivas gestacionais.

PALAVRAS-CHAVE:Polimorfismo Genético, IGF2, Variantes, Bioinformatica,

Missense
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1. INTRODUGAO

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina possuem atividade promotora de
crescimento. E o IGF-2¢é o principal horménio de crescimento fetal em mamiferos.
Desempenha um papel fundamental na regulagdo do desenvolvimento
fetoplacentario. O IGF2 é influenciado pelo lactogénio placentario. Também
envolvido na diferenciacdo tecidual. Em adultos, envolvido no metabolismo da

glicose nos tecidos adiposo, muscular, esquelético e provavelmente hepatico.

Atua como um ligante para integrina que € necessaria para a sinalizagao de IGF2.
Regula positivamente a fungao do fator de transcricdo miogénica MYOD1, facilitando
o recrutamento de coativadores transcricionais, controlando assim a diferenciagao
do terminal muscular. Inibe a diferenciacdo de mioblastos e modula o metabolismo
através do aumento da taxa de respiragdo mitocondrial. Esta localizado na regido
cromossOmica 11p15.5 e sofre imprinting gendmico, fendbmeno

epigenético que ocorre durante a gametogénese.

Este gene apresenta quatro éxons distribuidos ao longo de 5580 pb de DNA
gendémico. O gene IGF2 codifica o fator de crescimento semelhante a insulina tipo Il
(IGFIl ou insuline-like growthfactor 1I) com 180 aminoacidos que desempenham
importante papel no desenvolvimento embrionario, controlando tanto o suprimento
placentario quanto a demanda energética de nutrientes maternos para o feto
mamifero (CONSTANCIA et al, 2002).

Portanto o objetivo desse estudo foi investigar trés diferentes softwares de analise in
silico ( SIFT, Polyphen2 e MetalLR) que trazem informacdes baseados na
conservagao evolucionaria de aminoacidos, identificacdo de posicdes conhecidas
como essenciais para fungao proteica, homologia de sequéncia, dobramento da
proteina e informacdo de uma base de dados de mutagdes, com a finalidade de
predizer a consequéncia molecular de 11 diferentes mutagdes missenses no gene
fator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF2). O Polyphen prediz trés

desfechos para as mutagdes: benigna, possivelmente prejudicial e provavelmente

12



prejudicial, SIFT varia de 0 (mais deletério) a 1 (toleravel), o MetalLR &€ uma
ferramenta capaz de prever a patogenicidade de variantes de nucleotideo unico

(SNPs), utilizando um método de conjunto baseado em regressao logistica.

13



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

A partir de dados de Bioinformatica, ficou evidenciado que estudos in silico, sobre os
polimorfismos presentes no gene IGF2, podem auxiliar na interpretacdo das
variagbes génicas, que por sua vez podem também estar associadas as sindromes

hipertensivas do periodo gestacional em humanos.

2.1Da sindrome hipertensiva gestacional

As Sindromes Hipertensiva Gestacionais sdo caracterizadas por niveis pressoricos
iguais ou acima de 140 mmHg para a pressao sistdlica e 90 mmHg para pressao
diastdlica (ASSIS, 2008). esta entre as principais causas de morbimortalidade
materna e fetal em especial em paises em desenvolvimento sendo, portanto, uma
importante complicagdo da gestagdo, a hipertensdao na gestagdo como a maior
causa de morte materna no pais, Sendo responsavel por cerca de 35% dos 6bitos
com uma taxa de 140 - 160 mortes maternas/100.000 nascidos vivos, Em relacao a
mortalidade perinatal, a taxa nacional € de 150/1000 partos, se forem considerados
os diagnosticos de prematuridade, sofrimento fetal, crescimento fetal restrito, a
hipertensdo esta assinalada como a maior causa dos obitos fetal ou do recém-

nascido (RN) de acordo com o ministério da saude. E estao classificadas em:
Hipertensao arterial cronica;

* Hipertensao arterial crénica superposta por pré-eclampsia;

* Hipertensao gestacional;

* Pré-eclampsia e eclampsia.

2.2 Sobre o IGF-2(fator de crescimento semelhante a insulina 2)

Ofator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF-2)é um dos trés horménios

proteicos que compartiiham semelhanca estrutural com a insulinae tem como
14



principal fungdo promover o crescimento e a proliferagdo celular em diversos tecidos,
desempenhando um importante papel no desenvolvimento fetal. Embora o gene
IGF-2 seja altamente ativo neste periodo, € pouco ativo no organismo adulto. Este
exerce seus efeitos pela ligagdo ao receptor IGF-1 e a isoforma curta do receptor de
insulina (IR-A ou exon 11 -). O IGF2 também pode se ligar ao receptor IGF-2
(também chamado receptor de manose 6-fosfato independente de cation), que atua
como um antagonista de sinalizagdo; isto €, para impedir respostas de
IGF2(Martinelli CE Jr 2005).

No processo de foliculogénese, o IGF-2 é criado pelas células tecais para atuar de
maneira autécrina nas proprias células da teca e de maneira paracrina nas células
da granulosa no ovario.O IGF2 promove a proliferagcdo de células da granulosa
durante a fase folicular do ciclo menstrual, atuando ao lado do hormdnio foliculo-
estimulante (FSH). Apds a ovulagéo, o IGF2 promove a secregcdo de progesterona

durante a fase

lutea do ciclo menstrual, juntamente com o horménio luteinizante (LH). Assim, o

IGF2 atua como um co-hormdnio juntamente com o FSH e o LH. (Russell, A. 1954)

A pré-eclampsia induz uma diminuigdo no nivel de metilagdo na regido desmetilada
pelo IGF2, e isso pode estar entre os mecanismos por tras da associagéo entre a
exposigcao intra-uterina a pré-eclampsia e o alto risco de doengas metabdlicas na
vida futura dos bebés. (WHO, 2011).

O fator de crescimento insulina-simile 1l (IGF2) também esta relacionado a
progressao de tumores, resisténcia a apoptose e terapias. A resisténcia a insulina
tem sido associada ao aumento do volume tireoidiano e aumento do risco de
desenvolver nddulos e cancer de tireoide. Sua determinagcdo torna-se util na
avaliacdo de casos de hipoglicemias n&o-dependentes de insulina (tumores

mesenquimais)

2.3Relacao do igf-2 e sindromes hipertensivas gestacionais
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O feto de mamifero depende da placenta para nutrientes e oxigénio. Pouco se sabe,
no entanto, sobre como a capacidade funcional da placenta se adapta para atender
as demandas fetais de crescimento. A medida que a gestagdo progride, o aumento
do tamanho fetal requer niveis mais elevados de nutrientes através da placenta.
Dependendo da espécie, a superficie da placenta para troca de nutrientes aumenta
de 5 a 15 vezes entre o meio e o final da gestagéao (Fowden et al., 2006)

Os genes impressos desempenham papéis centrais na demanda fetal e no
suprimento placentario de nutrientes maternos (Constancia et al., 2002, 2005; Coan
et al., 2008; Angiolini et al., 2011). O gene do fator de crescimento semelhante a
insulina 2 (Igf2) codifica um polipeptideo altamente abundante nos tecidos fetais e na
circulagdo fetal. E um dos mais potentes fatores de crescimento embrionario,
afetando o metabolismo, proliferacéo, sobrevivéncia e diferenciagdo de uma ampla
variedade de tipos celulares (DeChiara et al., 1991).

2.4Polimorfismos

Os polimorfismos genéticos sdo variagdes na sequéncia de DNA que podem criar ou
destruir sitios de reconhecimento de enzimas de restricdo e parecem estar
associados a apenas uma base.Diz-se que um gene é polimérfico se mais de um
alelo ocupa o locus desse gene dentro de uma populagédo.Além de ter mais de um
alelo em um locus especifico, e para que uma variante seja considerada
formalmente como um polimorfismocada o alelo variante deve ocorrer na populacao
em uma taxa de pelo menos 1% para ser considerado e pode ocorrer em qualquer

local do genoma.

Os polimorfismos de DNA podem ser classificados de acordo com a forma como a

sequéncia de DNA varia entre os diferentes alelos:

e Polimorfismosde Nucleotideo Unico:Um lécus caracterizado por um SNP
geralmente tem apenas dois alelos, que correspondem a duas bases

diferentes que ocupam uma localizag&o especifica no genoma;

16



Polimorfismos de Insercdo e Dele¢dao: Uma segunda classe de
polimorfismos resulta de variagdes causadas por insergdo ou delegao (in/deis
ou simplesmente indels) em qualquer parte, variando de um unico par de
bases até aproximadamente 1.000 pb;

Variagao no Numero de Cépias: As CNVs sao conceitualmente relacionadas
as indels e aos microssatélites, mas consistem em variacbes no numero de
copias de segmentos grandes do genoma, que variam em tamanho de 1.000
pb a muitas centenas de pares de quilobases;

Polimorfismos de Inversao:Umgrupo final de polimorfismos a ser discutido
compreende as inversdes, que diferem em tamanho — desde poucos pares

de bases a grandes regides do genoma (até varios pares de megabase)

17
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RESUMO:As sindromes hipertensivas gestacionais(SHG), hipertensdo gestacional
(HG) e hipertensao arterial crénica (HAC) estao entre as maiores causas de morte
materna e fetal e podem estar relacionadas ao polimorfismo do gene IGF2 humano.
Método: Na plataforma Ensembl, o transcrito IGF2-205 foi identificado no UNIPROT
pelo cédigo P01344. Das 150 variantes missenses depositadas no databank, 11
foram selecionadas para analise in silico, usando os algoritmos SIFT, Polyphen2 e
MetaLR. Resultados: Os algoritmos usados para prever os efeitos das variantes
missenses nas proteinas codificadas pelo gene IGF2 em humanos, apresentaram
concordancia na predicdo das consequéncias moleculares, podendo ser
considerados ferramentas confiaveis para a caracterizacdo de novas mutacdes
encontradas neste gene. A proteina codificada pelo gene IGF2 possui uma
sequéncia conservada evolutivamente, sugerindo que o gene é sensivel a mutagdes
e, portanto, o local identificado, provavelmente, esta relacionado a etiologia das
patologias.Conclusdo: A partir desses resultados, podemos concluir que as
alteragdes morfofuncionais das proteinas resultantes das mutagcdes do gene IGF2,
podem estar associadas a processos prejudiciais e mudangas na estabilidade
estrutural da proteina, dificultando a sua agdo no processo fisiologico. A
compreensdo dessas alteragdes podem auxiliar na busca por marcadores
geneéticos, contribuindo para esclarecimento do progndstico, diagnostico, prevengéo
e tratamento para doengcas humanas relacionadas as sindromes hipertensivas
gestacionais, hipertensao gestacional, hipertensao arterial crénica, entre outras.

PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismo Genético, IGF2, Variantes, Bioinformatica,
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Missense.

ABSTRACT: Gestational hypertensive syndromes(GHS), gestational hypertension
(HG) and chronic arterial hypertension (CAH) are among the major causes of
maternal and fetal death and may be related to the polymorphism of the human IGF2
gene. Method: On the Ensembl platform, the /GF2-205 transcript was identified in
UNIPROT by the code P01344. Of the 150 missense variants deposited in the
databank, 11 were selected for in silico analysis, using the SIFT, Polyphen2 and
MetalLR algorithms. Results: The algorithms used to predict the effects of missense
variants on the proteins encoded by the IGF2 gene in humans, showed agreement in
predicting the molecular consequences and can be considered reliable tools for the
characterization of new mutations found in this gene. The protein encoded by the
IGF2 gene has an evolutionarily conserved sequence, suggesting that the gene is
sensitive to mutations and, therefore, the identified location is probably related to the
etiology of the pathologies. Conclusions: Based on these results, we can conclude
that the morphofunctional alterations of proteins resulting from mutations in the IGF2
gene may be associated with harmful processes and changes in the structural
stability of the protein, hindering its action in the physiological process.
Understanding these alterations can help in the search for genetic markers,
contributing to clarifying the prognosis, diagnosis, prevention and treatment of human
diseases related to gestational hypertensive syndromes, gestational hypertension,
chronic arterial hypertension, among others.

KEYWORDS: Genetic polymorphism, IGF2, Variants, Bioinformatics, Missense

1. INTRODUGAO

A bioinformatica € uma ciéncia que oferece diferentes ferramentas e tecnologias
computacionais utilizadas para analisar dados e predizer as consequéncias
moleculares na substituicdo de aminoacidos com base na estrutura proteica,
trazendo informacgdes importantes para identificacdo de mutagdes possiveis de
causar doengas genéticas humanas. As sindromes hipertensivas gestacionais
(SHG), a hipertensao gestacional (HG) e a hipertensao arterial cronica (HAC)
estdo entre as maiores causas de morte materna e fetal (WHO, 2011) e podem
estar relacionadas ao polimorfismo do gene IGF2 humano. O gene IGF2
(insulin-like growth factor 2), esta situado na regido cromossémica 11p15.5 e
sofre imprinting gendmico, fendmeno epigenético que ocorre durante a
gametogénese. Este gene apresenta 4 éxons distribuidos ao longo de 5580 pb
de DNA gendémico. O gene IGF2 codifica o fator de crescimento semelhante a
insulina tipo Il (IGFII ou insuline-like growth factor Il) com 180 aminoacidos que
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desempenham importante papel no desenvolvimento embrionario, controlando
tanto o suprimento placentario quanto a demanda genética de nutrientes
maternos para o feto mamifero (CONSTANCIA et al, 2002). O fator de
crescimento semelhante a insulina 2 é um dos trés hormdnios protéicos que
compartilham semelhancga estrutural com a insulina. Uma mutagdo de sentido
trocado ou "Missense” € um tipo mutagao pontual de substituicdo de uma base
no DNA (gene) que pode causar uma mudanga no aminoacido dentro da regido
codificadora da proteina podendo ser deletéria para sua fungdo no organismo.
Baseado na importancia do gene IGF2 para o desenvolvimento embrionario,
torna-se importante analisar as mutag¢des missenses que afetam diretamente a
proteina devido a mudanca de aminoacido, o que pode impactar negativamente

no surgimento de diversas doengas.

2. OBJETIVOS

Esse estudo visa avaliar os impactos das mutagbes missenses do gene IGF2
humano a partir de trés diferentes softwares de predigéo in silico (SIFT, PolyPhen-2
e MetaLR) que trazem informagbes baseadas na conservagao evolucionaria de
aminoacidos, identificacdo de posicdes conhecidas como essenciais para funcao
proteica, homologia de sequéncia, dobramento da proteina e informagdo de uma
base de dados de mutagdes, com a finalidade de predizer a consequéncia

molecular de 11 diferentes mutagcbes missenses nesse gene.

3. METODOLOGIA
3.1 Selegao das variantes

O banco de dados Ensembl (http://www.ensembl.org/), que avalia a mudancga de
aminoacidos e suas posigdes; e o UniProt (https://www.uniprot.org/), que verifica
as sequéncias de proteinas e informagdes funcionais, foram utilizados como
ferrementas principais para selecionar as variantes analisadas nesse trabalho. O
transcrito IGF2-205, no Ensembl, foi identificado no UniProt pelo cdédigo
P01344.Nesse transcrito, estdo descritas 150 variantes missenses depositadas no

databank, das quais 11 foram selecionadas para esta analise.
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3.2 Analise e predigao in silico

SIFT: E uma ferramenta que prevé os possiveis efeitos que as variantes
missenses podem causar na fungdo da proteina com base na homologia de
sequéncias e nas semelhancas fisico-quimica entre os aminoacidos substituidos
(Ng, P. C. & Henikoff S. (2003). Seus escores podem variar entre 0 (deletério) e 1
(tolerado). PolyPhen-2: Software capaz de prever os efeitos das variantes
missenses nas proteinas, com base em propriedades fisicas e comparativas. Seus
escores podem variar de 0 a 1 (benigno, possivelmente prejudicial e provavelmente
prejudicial) (Adzhubei, et al., 2010).MetaLR: E uma ferramenta capaz de prever a
patogenicidade de variantes de nucleotideo unico(SNPs), utilizando um método de

conjunto baseado em regressao logistica.

4.RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apds a analise (Tabela 1) foram que as mutagbes p.G2V,
p.G2E, p.S20W, p.R27C, p.G34D, p.R62L se apresentaram prejudiciais no MetalLR ,
provavelmente prejudiciais no PolyPhen e preditas como deletérias no SIFT.
Enquanto as variantes p.S20L p.R27S, p. R27H, p.A56T, p.L133F e p.L133V foram
preditas como toleravel, benigna e toleravel no SIFT, PolyPhen e MetaLR
respectivamente. Porém, a variante localizada na posigdo 27 (R/L) na proteina
(p-R27L), foi predita como deletéria no SIFT, provalvelmente prejudicial e toleravel
no PolyPhen e MetaLR respectivamente. As mutagées p.L10V e p.L10P
apresentaram como sendo benignas para o PolyPhen e noSIFT, p.L10V esta predita
como toleravel.No MetalR, p.L10V e p.L10P se apresentam como deletéria e
prejudicial, respsctivamente. As variantes p.R127L e p.R127H foram preditas como
deletérias, provavelmente prejudicial e toleravel nos softwares SIFT, PolyPhen e
MetalR respectivamente. A variante rs1858937182, ( p.G34D) (Tabela 1) apresenta

como sendo deletéria no SIFT, provavelmente prejudicial no PolyPhen e prejudicial

no MetalLR. Essa variante do /IGF2 no alelo paterno foi evidenciada e sugerida como
outro recurso para o diagnostico da Sindrome de Silver-Russell (SRS), propondo a
inclusdo no painel de genes especificos projetados para diagnésticos de rotina de

SRS (Liu, Deguo, et al.). DeChiara et al. (1991) mostram que apenas o alelo paterno
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do gene é funcional, enquanto o materno € silenciado no organismo, revelando um
imprinting metilado paternalmente. A proteina possui uma sequéncia conservada
evolutivamente (Liu, Deguo, et al), isso indica que o gene é sensivel a mutagéao e,
portanto, o local identificado, provavelmente, é a etiologia da doencga (Figura 1) .
Como pode ser visto, estudos in silico dos polimorfismos do gene em analise podem
auxiliar na interpretacédo das variagdes génicas, possiveis de estarem associadas as
sindromes hipertensivas do periodo gestacional em humanos. Os softwares usados
para prever os efeitos das variantes missense nas proteinas codificadas pelo IGF2
em humanos apresentaram concordancia na predicdo das consequéncias
moleculares e podem ser considerados ferramentas confiaveis para a caracterizacao

de novas mutagdes encontradas neste gene.
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Residuos

ID Variantes Missense Aminoécido Cédons SIFT PolyPhen MetaLR
(gf;f\\’/al) GGA GTA 00 0,896 0,782
rs781634507
G2E N Prova_velm_ente o
(Gpl.y/ Glu) GGA, GAA  Deletério Prejudicial Prejudicial
p.L10V 0,07 0,433 0,722
rs1361412373 (Leu/ Val) CTG, GTG Tolerado Benigno Deletério
p.L10P 0,04 0,046 0,706
rs984257990 (Leu/ Pro) CTG, cce Deletério Benigno Prejudicial
p.S20L 0,56 0,001 0,305
r$142012621 (Ser /Leu) TCG, TTG Tolerado Benigno Tolerado
p.S20W 0,04 0,68
rs142012621 (Ser /Trp) TCG, TGG  poetério  Provavelmente 0,613
A Prejudicial
Prejudicial
003 0,628
rs1230176657 p.R27 C CGC, TGC Delétério Provavelmente 0,658
(Arg / Cys) Prejudicial Prejudicial
p. R27S 0,29 0,015 0,411
r$1230176657 (Arg/ Ser) CGC, AGC Toleravel Benigno Toleravel
p. R27H 0,06 0,007 0,415
rs1356855570 (Arg / His) CGC, CAC  peleterio Benigno Toleravel
0,999
rs1191719522 p-R27L cec,ctc - 9% provavelmente 0,353
(Arg / Leu) Deletério . Toleravel
prejudicial
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rs1858937182

rs1212009594

rs768105151

rs768105151

rs1191719522

rs1191719522

rs530101369

rs530101369

p.G34D
(Gly /Asp)

p.A56T
(Ala /Thr)

p.R62L
(Arg / Leu)

p.R62H
(Arg /His)

p.R127L
(Arg / Leu)

p.R127H
(Arg / His)

p.L133F
(Leu /Phe)

p.L133V
(Leu / Val)

GGC, GAC

GCA, ACA

CGC, CTC

CGC, CAC

CGC, CTC

CGC, CAC

CTC,TTC

CTC, GTC

0
Deletério

1
Toleravel

0.03
Deletério

0,07
Toleravel

0
Deletério

0
Deletério

0,15
Toleravel

0,15
Toleravel

1
Provavelmente
Prejudicial

0,147
Benigno

0,864
Provavelmente
Prejudicial

0,967
Provavelmente
Prejudicial

0,999
Provavelmente
Prejudicial

1
Provavelmente
Prejudicial

0,055
Benigno

0,441
Benigno

0,971
Prejudicial

0,207
Toleravel

0,768
Prejudicial

0,832
Prejudicial

0.353
Toleravel

0.355
Toleravel

0,072
Toleravel

0,099
Toleravel

Tabela 1. Predi¢cao das variantes missenses do gene /GF2 prejudiciais ao organismo humano e
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.Figura 1. Desenho esquematico da proteina codificada pelo gene /GF2 em humanos, mostrando

a localizagao da variante rs1858937182 na sua estrutura

5.CONCLUSAO

Estudos in silico, dos polimorfismos do gene IGF2, podem auxiliar na
interpretacdo das variagbes génicas, que podem estar associadas as sindromes
hipertensivas do periodo gestacional em humanos.O que podemos concluir a partir
desses resultados em relagdo a analise das variantes do gene IGF2, é que as
alteragcdes morfofuncionais das proteinas, resultantes das mutagdes nesse gene,
podem estar associadas a processos danosos e mudancas da estabilidade e
estrutura da proteina, dificultando a sua ac&o no processo fisiologico. Além disso, a
compreensao das alteragcbes morfofuncionais resultantes do gene IGF2, podem
auxiliar na busca por marcadores genéticos e moleculares, contribuindo para
compreensao do progndstico, diagndstico, prevencgao e tratamento para doengas em
humanos relacionadas as sindromes hipertensivas gestacionais, hipertenséo

gestacional, hipertens&o arterial cronica, entre outras.
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7. APENDICES

A pesquisa foi realizada com base em uma analise in silico, com base nas

informacgdes disponiveis nos bancos de dados ENSEMBL ( http://www.ensembl.org/)

que avalia a mudanca de aminoacidos e suas posicoes e, UNIPROT

(https://www.uniprot.org/) que verifica a sequéncia de proteinas e informagdes

funcionais. Estudos in silico, dos polimorfismos do gene IGF2, podem auxiliar na
interpretacdo das variagbes génicas, que podem estar associadas as sindromes

hipertensivas do periodo gestacional em humanos.
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