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Introduccion. La bioinformética es un dominio
interdisciplinario surgido recientemente y que utiliza los
conceptos y las técnicas de las mateméticas, de lafisica, de
la ingenieria, de la biologia, de la bioquimica, de la
lingliistica y de la informética o ciencia de la informacion
para una mejor comprension e utilizacion de las ciencias
biolégicas. La bioinformatica es la investigacion, desarrollo
y aplicacion de los métodos y Utiles computacionales para
extender |os usos de | os datos biol 6gicos, médicos o de salud
tal como los que provienen de los genomas de organismos.
Estos Utiles incluyen la adquisicion, € almacenamiento, la
organizacion, €l archibajo, € andlisis y la visudizacion de
los datos.

La bioinformética estructural integra los métodos del
biomodelaje molecular y se interesa a los métodos
computacionales a fin de predecir y analizar la estructura
espacial de proteinas, acidos nucleicos y sus complejos a
partir de la secuencia. Una de las metas es la produccion, la
manipulacion y la representacion de estructuras moleculares
tridimensionales o de un sistema de particulas interactivas a
fin de comprender las propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas desde un punto de vista molecular. Una variedad
de métodos se utilizan tal como el andlisis de secuencias, €l
alineamiento entre secuencias y estructuras tridimensionales
(3D) asi que la construccion de &rboles filogenéticos. La
prediccion y clasificacién de estructuras bidimensionales
(2D), o sea estructura secundaria, de estructuras 3D y de la
funcién de las moléculas permiten establecer las relaciones
entre el espacio de secuencias, €l de las estructuras y el de
las funciones. Con esta metodol ogia se han podido tratar una
gran diversidad de familias de proteinas y asi obtener
model os moleculares 3D con unagran grado de confianza.
Los venenos de serpiente son mezclas complejas de
proteinas (varias centenas en un mismo veneno); cada
proteina de esa mezcla posee una actividad bioldgica
especifica: toxina para matar a la presa, enzima hidrolitica
para facilitar la digestion, proteina capaz de perturbar
gravemente el metabolismo de la presa o del agresor. Los
venenos de serpiente representan asi una fuente excepcional
de proteinas Utiles para estudiar diversas funciones
bioldgicas y/o como modelos moleculares que podrian
utilizarse para aplicaciones précticas. Los venenos de
serpiente de las familias Viperidae y Crotalidae son ricos en
proteinas que actlan sobre |la hemostasis a nivel de blancos
fisioldgicos muy numerosos y diversos. En los organismos
superiores existen varios mecanismos de defensa para evitar
los ef ectos adversos de | a pérdida de sangre o del bloqueo de
su flujo. La hemostasis es el mecanismo principal en este
proceso. La sangre se coagula para evitar su pérdida por
herida a los vasos que la transportan. Muchas proteinas de
veneno de serpiente que actlian a nivel de la hemostasis

presentan grandes similitudes estructurales, lo que permite
clasificarlas en ciertas familias, aunque sus acciones
fisiologicas sean muy diferentes. La gran especificidad de
accion de esas proteinas, sus estabilidadesin vitro ein vivo,
asi que su resistencia a inhibidores endégenos han permitido
su utilizacion en pruebas de diagnostico y como utensilios
farmacologicos en la blsgueda de nuevos agentes
terapéuticos. Los venenos de serpiente representan también
una puertade entrada al mundo de las toxinas.

El trabajo presentado aqui es unailustracion de la aplicacion
de la bioinformatica estructural a una gran diversidad de
familias de proteinas y enzimas que se encuentran en los
venenos de serpiente. Entre estas familias de proteinas se
encuentran las serina proteinazas, las pseudo-lectinas de tipo
Cy lasfosfolipasas A2.

Serina proteinazas
L as proteinazas a serina de veneno de serpiente pertenecen a

la subfamilia de tipo tripsina. A diferencia de la tripsina,
ellas son mucho mas especificas y muestran un gran grado
de identidad de secuencia entre ellas (60-66%). Sin embargo,
sus sustratos fisiol 6gicos son muy diferentes.

TSV-PA. El TSV-PA es una serina proteinaza de
tipo activador de plasmindgeno de la serpiente china
Trimeresurus stejnegeri. Es una glicoproteina que activa
muy selectivamente el plasminégeno humano en plasmina.
El plasminégeno es € cimogeno responsable de la
fibrindlisis. La activacién es debida a una ruptura tnica de la
molécula entre Arg561 y Val562. Esta ruptura de la ligadura
amida es idéntica a esa de los activadores fisioldgicos
humanos de plasmindgeno: la urocinasay el t-PA, con los
gue presenta solo 21-23% de identidad de secuencia. Con €l
fin de localizar los determinantes esenciales de la
especificidad de este tipo de serina proteinazas, e identificar
los dominios funcionales, la biologia molecular, la
bioquimica y el biomodelaje molecular de la secuencia del
TSV-PA fueron llevados a cabo.

Bothrombina y PA-BJ. El veneno de la serpiente
sudamericana Bothrops jararaca contiene dos serina
proteinazas, bothrombina y PA-BJ, que presentan 66% de
identidad de secuencia entre ellas. Cada una de estas
proteinazas posee una de las dos funciones procoagulantes
esenciales de la trombina. La bothrombina coagula el
fibrinbgeno, mas no tiene un efecto directo sobre las
plaguetas, mientras que la PA-BJ induce la agregacién de
plaguetas al interaccionar con el receptor PAR1 (“Protease
Activated Platelet Receptor) sin coagular €l fibrindgeno. El
objetivo es el deidentificar los sitos de ligadura secundaria o
exositios en la bothrombina y la PA-BJ equivalentes a los
sitios correspondientes en la trombina, y asi comprender la
base molecular de la particiobn de las dos funciones




procoagulantes de la trombina entre las dos enzimas de
veneno de serpiente en presencia de sus substratos natural es,
el fibrindgeno y el PARL, respectivamente.

Pseudo-lectinasdetipo C

Las proteinas de lafamilia de lectinas de tipo C animales que
ligan y transportan carbohidratos tienen todas en comin un
motivo de 130 aminoéacidos responsables de su actividad
cacio-dependiente. Este notivo estd caracterizado por 14
residuos invariantes y 18 muy conservados. Este motivo se
Ilama el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD).
Las proteinas més conocidas de esta familia son la proteina
ligadora de la manosa (MBP) y la selectina E. Uh gran
nimero de proteinas de veneno de serpiente activas a nivel
de la hemostasis han mostrado grandes homologias de
secuencia con el CRD. Sin embargo, a pesar de esta
homologia, la mayor parte no posee los sitos funcionales
para €l reconocimiento del azlicar o del calcio. Es por eso
gue les llamamos pseudo-lectinas de tipo C. Al contrario de
las lectinas clasicas, cuya especificidad esta determinada
principalmente por los monosacéridos simples, estas
proteinas reconocen sus ligandos con un gran grado de
selectividad. Estas son proteinas de una masa molecular
arededor de 30kDa, constituidas de dos cadenas
polipeptidicas unidas por un puente bisulfuro y poseyendo
cada una un motivo estructural de tipo CRD. Las dos
cadenas presentan no solamente una fuerte identidad de
secuencia entre ellas, sino también con otras lectinas de tipo
C de venenos de serpiente que tienen blancos fisioldgicos
diferentes. El estudio de la interaccion especifica de estas
proteinas con su blanco podria permitir proponer nuevos
anticoagul antes o antiplaquetarios.

Bothrojaracina. Hemos estudiado las relaciones
entre estructuray funcién de la pseudo-lectina de tipo C del
veneno de la serpiente Bothrops jararaca. Unadeellasesla
bothrojaracina, un inhibidor potente y especifico de la
trombina. La botrojaracina entra en competicién con los
ligandos macromoleculares de la trombina a formar un
complejo equimolecular no covalente con ella. La trombina
presenta dos grupos secundarios de ligadura a sus substratos
macromoleculares. Estos exositios contienen residuos
cargados positivamente, pero solo el primer sitio contiene
ademas residuos aromaticos e hidrofébicos. Los exositios
estan localizados en dos regiones diferentes de la molécula
gue no corresponden al sitio activo. La bothrojaracina es el
Unico inhibidor de la trombina capaz de interactuar
simultdneamente con los dos exositios sin afectar el sitio
catalitico en el sentido estricto. Es asi que este inhibidor es
de un gran interés como modelo molecular para el desarrollo
de nuevos agentes antitrombadti cos.

Fosfolipasas A2

Las fosfolipasas A2 (PLA2) son una familia de enzimas que
catalizan la hidrdlisis de glicerofosfolipidos en la posicién
sn-2, liberando acidos grasos, incluyendo e acido
araquidénico (AA), un precursor de los eicosanoides
bioactivos, y liberando también lisofosfolipidos. Otras

funciones de las PLA2 documentadas en la literatura
incluyen la transduccion de la sefial, la defensa del anfitrion,
la coagulacion de la sangre y el remodelado de la membrana.
En base a sus estructuras y caracteristicas enziméticas, las
PLA?2 han sido recientemente clasificadas en 10 grupos. Las
PLA2 secretadas son pequefias enzimas (~14kDa), bien
organizadas (6-8 puentes bisulfuro) y que dependen del
Cat2 (mM). El papel de las PLA2 secretadas de mamiferos
y de venenos en el proceso de coagulacion esté bastante bien
documentado. Existen PLA2 que actian a un nivel
presindptico, como las ?-neurotoxinas, que bloquean la
liberacién de acetilcolina de las terminales nerviosas. En
cuanto a la composicion molecular o estructura cuaternaria,
las PLA2 neurotdéxicas pueden ser monoméricas o
heterodiméricas. Se ha demostrado la existencia de PLA2s
monomeéricas en veneno de Vipera ammodytes ammodytes,
como la ammodytoxina y sus isoformas A, B y C, que
bloquean la liberacidn de la acetilcolina a nivel de la frontera
neuromuscular.

Crotoxina. La crotoxina es una ?-neurotoxina
heterodimérica del veneno de una serpiente de cascabel
sudamericana, la Crotalus durissus terrificus, que gjerce su
accion letal a nivel presingptico a bloquear la transmision
neuromuscular. EI complejo de la crotoxina se forma a
asociarse de manera no covalente sus dos subunidades: la
subunidad CA o crotapotina, compuesta de 3 cadenas
polipeptidicas unidas por 7 puentes bisulfuro, desprovista de
actividad enzimatica, no toxica, y la subunidad CB, una
PLA2 basica, débilmente téxica. La asociacion de las dos
subunidades resulta en un complegjo de una toxicidad
radicamente aumentada, dando lugar a una sinergia
fisiolégica. Un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
crotapotina neutraliza el poder letal de la crotoxina y del
veneno. El mecanismo de esta neutralizacién es original, ya
gue el anticuerpo actla disociando la crotoxina.

Vaspina. Tres serpientes venenosas son de una gran
importancia en cuanto a la salud publica en Europa: Vipera
aspis, Vipera berus y Vipera ammodytes. Los
envenenamientos por V. aspis aspisy V. berus berus, las
serpientes mas extendidas en Francia, provocan en general
sintomas locales asociados, en los casos mas severos, a
efectos sistémicos. Ademas, después de la mordida de V.
ammodytes o V. aspis zinnikeri, se observan sintomas
neurolégicos. Las numerosas mordidas presentando signos
neuroldgicos en el sudeste de Francia sugieren la aparicion
de una nueva poblacién de serpientes. Un andlisis a nivel
gendmico ha mostrado que ciertas enzimas son el objeto de
un proceso de evolucion molecular acelerada. Asi, unanueva
toxina heterodimérica proveniente del veneno de la serpiente
V. aspis aspis, la vasping, muy similar a la vipoxina de V.
ammodytes meridionalisy ala PLA2-l de V. aspis zinnikeri
ha sido clonaday la secuencia determinada. Lavaspinaesun
complejo no covalente compuesto de una subunidad &ciday
unaPLA2 basicadegrupoll.

Metodologia La estrategia utilizada en este trabajo es
comun a las diferentes familias de proteinas modeladas. Asi
intervienen:



- el andlisis de las secuencias peptidicas blanco

- lablsqueda de proteinas homdlogas o proteinas de
referencia, a la proteina blanco y cuyas estructuras se
conocen experimentalmente gracias a la cristalografia, a la
RMN u aotratécnica

- la seleccién de un conjunto de estructuras de
referencia

- ¢ aineamiento multiple de la secuencia de la
proteina blanco con las secuencias de las proteinas de
referenciay laoptimizacion de este alineamiento

- s la identidad de secuencia entre la proteina
blanco y las proteinas de referencia es de 30% 0 mas,
proceder al modelaje de la proteina blanco utilizando el
método de homologia de secuencia

- si laidentidad de secuencia es menor, recurrir a
algoritmos del tipo “threading” o reconocimiento de
replegamientos

- S es necesario anadir substratos, cofactores u
otros, obtener las estructuras de |a base de datos estructurales
0 construirlos con las técnicas corrientes de grafismo
molecular

- muestrear las conformaciones de las cadenas
laterales (conformeros) con e fin de meorar €
empaquetamiento de éstas, ya sea que las cadenas
correspondan a residuos mutados o no y optar por las
conformaciones con el menor nimero de encumbramientos
estéricos y las mejores energias potenciales

- minimizar laenergiainternade lamolécula

- eventualmente proceder a una dinamica molecular
con € objeto de encontrar minimos de energia mas
profundos y explorar los movimientos internos de la proteina
y sus amplitudes

- emprender la verificacion de la calidad de la
estructura. Esto concierne la precision (estereoquimica,
porcentaje de ocupacion de regiones permitidas del mapa de
Ramachandran) y la exactitud (errores de repliegamiento y
scores generales de autocompatibilidad) de los modelos
mol ecul ares obtenidos.
En las diversas etapas generales de este protocolo se
incluyeron la utilizacion de los programas ClustaW,
insightll  (Accelrys, San Diego, CA, USA; mobdulos
Biopolymer, Homology, ProStat, DelPhi, Discover 3). El
campo de fuerza utilizado para los célculos de energia
interna y de dinamica molecular fue el CFF91. La superficie
accesible a solvente de las proteinas se obtuvo con el
modulo Surface deinsightll.

Resultadosy discusion.
Serina proteinazas.

TSV-PA. En €l aspecto experimental, se centr6 la
atencion sobre 3 péptidos que muestran importantes
diferencias de secuencia con otras proteinazas provenientes
de veneno de serpiente. Por medio de la mutagénesis
dirigida, estos péptidos fueron remplazados por las
secuencias correspondientes de la batroxobina, una enzima
de la serpiente Bothrops atrox que coagulael fibrinégeno. El
modelo obtenido (Fig. 1) permitié localizar los dominios
variables y conservados y mostré que los 3 péptidos

mencionados se encuentran en la superficie de la molécula,
de los cuales uno, cerca del sitio catalitico de la enzima,
condujo a la desaparicién del poder de activacion del
plasminégeno por e TSV-PA. En ausencia de estructura
experimental, este modelo molecular permitié  la
comprension de los resultados de los experimentos de
mutagénesis dirigida. Este modelo fue ulteriormente
confirmado por la radiocristalografia, ya que la desviacion
estandar media entre las dos estructuras es de 1.0A para 69%
de la cadena principal. En la estructura experimental se
observa que la entrada al sitio catalitico del TSV-PA esta
restringida debido a la presencia de varios lazos.
(Referencias 1-4).

Bothrombina y PA-BJ. De manera andloga a la
trombina, cada uno de los modelos que obtuvimos de las dos
enzimas de veneno, en forma acomplejada con sus substratos
naturales, presenta dos exositios. Sin embargo, los exositios
contienen una proporcidn mas pequefia de residuos basicos,
comparadas con la trombina. Esto puede explicar la
reduccién de la diversidad funcional de estas enzimas con
respecto a la trombina. Ademas, la composicion del exositio
| es diferente en ambas enzimas, lo que permite sefiaar los
residuos gue podrian estar implicados en las diferencias de
especificidad. Finalmente, la alosteria no aparece intervenir
en el reconocimiento del sustrato macromolecular de estas
enzimas, ya gque no poseen los residuos claves utilizados por
latrombinaen este caso. (Fig. 2y 3). (Referencias 5-9).

Pseudo-lectinasdetipo C

Bothrojaracina. La secuencia de la botrojaracina no
presenta, como otros ligandos de la trombina, un
reagrupamiento secuencial de cargas negativas. Hubimos
obtenido un modelo molecular de la bothrojaracina basado
en la estructura cristalogréfica de la “Coagulation Factors
IX/X Binding Protein”, proteina pariente de la bothrojaracina
y que presenta fuertes homologias de secuencia y cuya
dimerizacion procede por el necanismo de intercambio de
dominios. De nuestro modelo (Fig. 4) es evidente que
existen dos sitios en la superficie de la molécula que
reagrupan exclusivamente numerosos residuos &cidos. Estos
“clusters” de residuos podrian estar implicados en la
interaccion bothrojaracina/trombina.  Ademas, un sitio
basico, completamente inesperado, ha sido detectado en la
parte central del heterodimero. El modelo indica también que
la disposiciéon relativa de los dos sitios acidos de la
bothrojaracina no permite la interaccion simultanea con los
dos exositios bésicos de una sola molécula de la trombina
(Fig. 5). (Referencias 10-13).

Fosfolipasas A2
Crotoxina. Hasta esta fecha no se dispone de la

estructura experimental de la crotoxina. Segin un modelo
3D de la subunidad CA que hubimos obtenido (Fig. 6), los
aminoacidos que componen las dos secuencias consenso de
unos péptidos seleccionados por la técnica de presentacion
de fagos estdn cerca en el espacio y constituyen una
superficie muy expuesta a solvente. Las dimensiones y la
composicion del epitope cartografiado sobre CA estan de



acuerdo con los datos disponibles sobre |os sitios antigénicos
de anticuerpos. Este trabasjo dio lugar a una mejor
comprension de las relaciones entre estructura y funcion de
la crotoxinay a la caracterizacion y localizacion de una parte
del epitope de CB sobre CA. (Referencias 14-19).

Vaspina. Obtuvimos un modelo 3D de esta nueva
toxina (Fig. 7) en base a la estructura cristalogréfica de la
vipoxina. La vipoxina es una PLA2 heterodimérica y una
neurotoxina postsingptica. Consiste en una proteina PLA2
basica neurotdéxica a nivel presingptico, no téxica, no
enzimética, y una proteina &cida que la protege de la
degradacion y modifica su actividad farmacoldgica. La
subunidad acida de la vaspina presenta dos mutaciones con
respecto a la subunidad &cida de la vipoxina, A35G y T70M.
La subunidad basica presenta una mutacién, K118R. El
andlisis estructural del modelo indica que la G35 no esta
expuesta a solvente y gque no presenta encumbramientos
estéricos. Asi, ni lafuncion ni la estructura del lazo que liga
el Ca2+ no parecen ser perturbados. La substitucion T70M
no modifica las cargas electrostaticas. La nueva cadena
latera de la M70 desplazaria 1-3 moléculas de agua
interfaciales hacia la masa del solvente, provocando la
pérdida de 1-2 puentes de hidrogeno. Este efecto entélpico
desestabilizante podria ser compensado por un cambio
positivo de la entropia que resultaria de la liberacién de las
moléculas de agua mencionadas. Dado este efecto de
compensacion entropia-entalpia, hemos predicho que la
estabilidad del complejo de la vaspina era similar a la del
compleilo de la vipoxina. Ahora, la posicién 118 de la
subunidad basica esta expuesta al solvente. Como en la
estructura cristalogréfica de la vipoxina, esta cadena lateral
no estd implicada en la interaccion con la subunidad acida.
Por lo tanto no tiene efectos sobre la conformacion de la
PLA2 o del complejo. Ademas, esta substitucion no esta
situada en el interior de regiones implicadas en la
neurotoxicidad de neurotoxinas postsinapticas como la
vipoxina. Esta substitucion estd también presente en la
PLA2l sin ninguna pérdida de neurotoxicidad. Una
minimizacién de energia y una simulacion de dinamica
molecular de 10ns producen un complejo estable. En
conclusién, las substituciones observadas de aminoacidos no
parecen tener efectos substanciales sobre la estabilidad del
complejo no covalente y comportan diferencias estructurales
limitadas. Este andlisis sugiere que la toxina es activa y
responsable de los sintomas neurol 6gicos, tal vez actuando a
nivel de lafrontera neuromuscular. (Referencias 20-21).

Fig. 1. Superposicion del modelo 3D dd TSV-PA (azul) y de su
estructura cristalografica (verde), lo que resulta en una RMSD de
1.0A para 69% de la cadena principal.
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Fig. 2. Superficie accesible al solvente de la bothrombina (blanco)
acomplejada al fragmento del Fg en hilo de hierro (verde).
Bothrombina ESl, azul : residuos basicos ; rosa : residuos
hidrofébicos. ESI : amarillo: residuos basicos. Fibrindgeno, azul:
basicos; rojo : acidos; € resto en verde.
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Fig. 3. Quperficie accesible al solvente de la PA-BJ (blanco)
acomplejada a los dos fragmentos del PARL en hilo de hierro
(verde). PA-BJ, ES, azul: residuos basicos ; rosa : residuos
hidrofébicos. ESI : amarillo : residuos basicos. PARL azul :
basicos; rojo : acidos; €l resto en verde.

a) (b) © (d)

Fig. 4. La bothrojaracina no presenta, como otros ligandos de la
trombina, grupos de residuos acidos en su estructura primaria. El
modelo obtenido pone en evidencia grupos &cidos en € espacio
(rojo) en las extremidades del heterodimero ((a), abajo, (b),
arriba), y un grupo de residuos basicos (azul) en su parte central
(c). Deizq. A der., rotacion de +90° alrededor del e longitudinal
de la molécula.

BOTHROJARACIN

THROMEN

Fig. 5. Modelo del mecanismo de inhibicion de la trombina por la
bothrojaracina. Los exositios | y Il de la estructura cristalogréfica
de la trombina presentan cada uno un grupo de residuos basicos.
Dos regiones en el modelo de la bothrojaracina presentan grupos
de residuos acidos. Esta complementariedad electrostética
representa posi blemente una forma de reconocimiento molecular.

Fig. 6. Localizacion de una parte del epitope discontinuo
reconocido por un anticuerpo monoclonal sobre la superficie
accesible al solvente de CA. La rotacion de una vista con respecto
a la otra es de 90° alrededor del ge vertical. Los residuos de la
primera familia de péptidos estén coloreados en verde (Y25, G26,
A40) y amarillo (S23, 224, D39, $41, S109 et D111.Los residuos
gue pertenecen a la segunda familia estan en rojo (K100, A103 e
1104).



Fig.7. Un punto de la trayectoria dinamica de la vaspina, €
heterodimero PLA2 neurotoxico no covalente. EI modelo es
derivado de la estructura del complejo de la vipoxina (PDB id:
1JLT). La subunidad &cida esta en liston color magenta y la basica
en amarilla. Los aminoacidos remplazados estéan en verde. La
superficie accesible al solvente de los aminoacidos que forman la
cavidad en frente de la Met70 esta sombreada en rojo.

Conclusiones. La cuantificacion, desde el punto de vista
energético, de los cambios de secuenciay de estructura de
proteinas y |los efectos de esos cambios en la actividad han
contribuido a comprender de una mejor manera la estabilidad
termodindmicay los mecanismos y especificidades de accion
y de reconocimiento molecular de las proteinas. Las
metodologias que constituyen la bioinformatica estructural

(andlisis de secuencias, alineamiento mudltiple de éstas,
biomodelgje y simulacién moleculares) permiten hoy en dia
predecir, por e emplo, los efectos de mutaciones sobre la
actividad de una molécula y de sondear las regiones
implicadas en €l reconocimiento molecular o en la actividad
catalitica. Claro es que, ademas de las aproximaciones
inherentes a toda metodol ogia, un nimero de situaciones no
han todavia encontrado soluciones y representan los limites
de esta disciplina. Como gjemplo tenemos €l problema de la
existencia de una gran cantidad de minimos locales de la
energia interna de la molécula en e hiperespacio
confomacional. Esto rinde dificil la tarea del muestreo
completo de este espacio y de la deteccién de minimos reales
de la energia. El tratamiento tedrico correcto de la energia
electrostéticay de los efectos del solvente encuentratodavia
dificultades. A pesar de esos limites, es claro hoy en dia que
la bioinformética estructural, en tanto que disciplina
recientemente constituida, representa un verdadero medio de
respuesta a toda una variedad de cuestién de naturaleza
biolégica que pueden surgir. Finalmente, es necesario decir
que, a pesar de la convivialidad, facilidad de utilizacién y
automatizacién de un nimero de programas disponibles en el
presente, los problemas més dificiles no podran ser resueltos
en ausencia del conocimiento, de la experiencia y de la
retrospectiva del investigador. Es asi que solo e
discernimiento humano podrd distinguir los resultados que
tienen un sentido fisico y biol 6gico de esos que no o tienen.
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