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Kinetoplastideos

Ordem Subordem Familia Género
Bodonidae Bodo
] Ichtyobodo
Bodonina
Cryptobia

Cryptobiidae

Trypanoplasma
Kinetoplastida

Trypanosoma

_ _ Leishmania
Trypanosomatlna Trypanosomatldae Endotrypanum

Crithidia
Blastocrithidia
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Herpetomonas

Phytomonas



Kinetoplastideos

Supergrupo  Grupo Subgrupo Agrupamento Géneros
Excavata Euglenozoa Kinetoplastea  Metakinetoplastina
Compreende o clado
Trypanosomatida
l Trypanosoma
(equivalente a familia) 'ée';htma”'a
- ndotrypanum
Trypanosomatidae Crithidia
Blastocrithidia
Leptomonas
Herpetomonas

Phytomonas



Morfologias e estagios do ciclo de vida

Epimastigota Promastigota

0

T. cruzie T. brucei Leishmania spp.

* Flagelo anterior ao nucleo
* Replicativo, nao infectivo
* Presente no inseto vector

Trypomastigota Amastigota

T. cruzi e Leishmania spp.

* Sem flagelo evidente
© * Replicativo, e infectivo
* Presente no hospedeiro

mamifero como forma
intracelular

)

T. cruzie T. brucei

* Flagelo posterior ao nucleo

* Infectivo, ndo replicativo

* Dois origens: metaciclicos
(derivados de epimastigotas) e
sanguicolas (derivados de infeccao)



Algumas peculiaridades

1. Citoesqueleto:

A. Microtubulos Subpeliculares

B. Flagelo

2. A membrana plasmatica e a cobertura de superficie

3. Organizacao do DNA mitocondrial em uma estrutura unica: Cinetoplasto
4. Um sistema complexo de edicao de RNA mitocondrial

5. Expressao génica:

A. Arranjos de genes em policistrons gigantes

B. Trans-splicing dos mRNAs transcritos

6. A compartimentalizacao da glicolise: glicossomo

7. Metabolismo de Tidis e do Nitrogénio



Trypanosoma brucei, um modelo

Flagellum
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and flagellum
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Glycosome

Kinetoplast

Estruturas particulares:

* Flagelo

e Paraflagellar rod

e Microtubulos Subpeliculares

e Mitocondria

e Cinetoplasto: Regiao da

mitocondria contendo DNA altamente
empacotado (20% do total)

e Glicossomos: peroxissomos contendo
enzimas da via glicolitica



Flagelo: organela multifuncional

Outer Dynein Arm ...| J/ -+ Outer Doublet

Inner Dynein Arm - <} Central Pair
" PFR Connectors
Radial Spoke | 4. PFR

IFT Particle [\

FAZ Connectors =" ]~ Subpellicular MT

FAZ Filament -

WT, Forward

Ralston & Hill, Int. J. Parasitol. 2008.

Motilidade
Adesao as células do hospedeiro
Endocitose

Divisao celular (parasitas sem movimento flagelar ndo conseguem
completar citocinese)

Flagelo Unico no extremo anterior, emergendo préximo do corpo basal

Trés dominios de membrana contiguos mas diferenciados: i. superficie
celular; ii. Bolso flagelar; iii. membrana flagelar

Aderido ao corpo celular formando hélice levogira (sent antero-posterior)
através da Flagellar Attachment Zone (FAZ), estrutura formada por
proteinas do citoesqueleto e conexdes membranosas

Axonema tipico (9 + 2)

Paraflagelar Rod (funcao ainda desconhecida)



Microtubulos em Kinetoplastideos

Micrografia eletronica de varredura

O flagelo emerge do bolso flagelar e fica aderido
ao corpo da célula ao longo do seu
comprimento. Apresenta dois elementos
estrutturais principais:

(1) O axonema microtubular (com estrutura
candnica 9+2) e

(2) a paraflagellar rod (PFR): uma estrutura
Particular na regiao de emergéncia do flagelo

Reconstrugao 3D com fungdo ainda desconhecida.
rlogeliae Flagellum
) | Nucleus Hill et al. 2003
Kinetoplast Mitochondria




Citoesqueleto em Kinetoplastideos

Fig. Extraida de Ralston et al. 2009

Citoesqueleto com estrutura unica:

e A: Arranjo tipo gaiola de microtubulos sub-
peliculares delimitando o corpo enteiro.

e Microtubulos intimamente associados a
membrana celular.

e Alto grau de entrecruzamento entre
microtubulos e a cara interna da MP

e B: Secao transversal no méio da célula
olhando em sentido posterior-anterior. O
flagelo contém um tipico set de "9 + 2”
microtubules (7) junto com uma estructura
filamentosa chamada PFR (6). Zona de adesao
flagelar: (5).

e C: visao em corte da regiao do bolso flagelar.
O bolso flagelar (9) esta formado por uma
invaginacao da MP na regiao onde o flagelo
emerge do complexo do corpo basal (8).



Microtubulos em Kinetoplastideos

e Resistente a drogas com potente atividade antimicrotubular: colchicine

e Formados por subunidades de alfa e beta tubulina.

e Interconectados por proteinas associadas a microtubulos (MAPs).

e Os novos microtubulos sao iniciados apartir de microtubulos preexistentes.
e A maioria dos MT se estendem ao longo de todo o comprimento da célula.
e H3a um quarteto especializado de MT na regiao de adesao do flagelo (FAZ).

Gull K. Ann. Rev. Microbiol. 1999



Bolso flagelar em Kinetoplastideos

(1)

Formado por:

Uma invaginacao da MP por onde o flagelo emerge. A
invaginacao forma um bolso devido a presenca de zonas de
adesao.

Nas zonas de adesao se aderem as duas camadas lipidicas
criando uma barreira. O bolso flagelar e uma regiao livre de
microtubulos sub-peliculares, o que permite a membrana
participar em eventos de fusao e excisao (exo- e endocitsosis).
Sabe-se também que no bolso flagelar concentram-se as
proteinas de membrana que participam dos processos de
transporte de metabdlitos, tendo uma funcao fundamental
desde o ponto de vista nutricional.

A invaginacao que forma o bolso flagelar forma também o
limen do flagelo por onde passa o axonema.



O cinetoplasto em Kinetoplastideos

DNA com estrutura em forma disco formando uma rede préxima do corpo basal do flagelo
Contem o genoma mitocondrial
Tem valor taxondmico para esta ordem

°
kinetoplast

nucleus

Mark F. Wiser, Tulane University
wenw tulane edui~vnser/protozoclogyimotes/kmet html

A estrutura semelha uma cota de malha de armadura




O cinetoplasto em Kinetoplastideos

e Cinetoplasto: rede formada por anéis de DNA denominados mini e maxi circulos

5-20 x103 minicirculos (0.8-2.5 kb) e 20-50 maxicirculos (23-36 kb).

e Maxicirculos: 20-40 kb. DNA codificante de RNAs ribosomais e
subunidades de complexos da cadeia respiratoria. Também possuem uma
regiao variavel nao transcrita.

MRNAs transcritos de maxicirculos sao “editados”

e Minicirculos: 0.5-2.5 kb. Codificam os gRNAS (RNAs guia)



Corpo basal, flagelo e kinetoplasto

As trés estruturas estio [
fisicamente conectadas




O problema da replicacao do cinetoplasto

Locations of:

ngase ko kDNA disk

Pol B-PAK

Topo |l

= o HENe -

Pol IB
UMSBP

KFZ

A D1
\\\\\mu/f/////

Basal body

TRENDS in Parasitology

Liu B. et al. Trends in Parasitol. 2005

Replicacao proxima de fase S
(sincronizada com ciclo celular)

O kDNA é rodeado por proteinas que
formam complexo replicativo

Mini circulos NAO replicam enquanto
estiverem unidos a rede. S6 quando sao
soltos (DNA Topoisomerase |l)

Minicirculos sao covalentemente unidos
a rede apos replicacao mas “niqueados”
(o0 que os marca minicirculso replicados)

Maxicirculos replicam sem serem
retirados da rede

Os nicks sdao recheados e as redes filhas
sao reorganizadas (DNA Topoisomerase

1)



O problema da replicacao do cinetoplasto

Ao separar-se 0s corpos basais flagelares separam os cinetoplastos replicados

(a) (b) (c)
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Liu B. et al. Trends in Parasitol. 2005



A edicao de RNA em Kinetoplastideos

Os transcritos primarios mitocondriais (pré-mRNAs) devem ser modificados
mediante inser¢Oes e delec¢oOes sitio especificas de residuos uridilato (U).

e Os pré-mRNAs sao codificados nos maxicirculos de DNA.

e A edicao dos pré-mRNAS cria codons de inicio e terminacao da traducao, corrige
fases de leitura, e até constroi fases de leitura abertas completas a partir de
sequéncias nao traduziveis.

e Os transcritos editados sao traduzidos para produizir componentes da cadeia de
fosforilacdao oxidativa: subunidades do complexo | (NADH-UQ reductase), Il ( Cyt
bcl), IV (cyt oxidase) and V (ATP sintase).

e Os minicirculos codificam RNAs-guia (gRNAs) que sinalizam o qué, e onde editar.



A edicao de RNA

ARCHAEPLASTIDA EXCAVATA
N et
@ U-InDel editing;

C->U tRNA editing

(deamination) piscoba (deamination)

Chloroplastida AMOEBOZOA

Physarum mt mono-

and dinucleotide

insertion and
Alveolata substitution editing;
Acanthamoeba mt
tRNA substitution
editing by insertion

SAR [ various
substitution editing Tubulinea
in dinoflagellate

organelles .
Fungi

Chytridiomycete
tRNA substitution
editing by
insertion

A-1; C>U
(deamination)
Metazoa

OPISTHOKONTA



A edicao de RNA em Kinetoplastideos

Esquema do mecanismo: Exemplo de edicao:

gRNA hibrida parcialmente com Edited 7. brucei ND7 mRNA
o pré-mRNA, sinalizando sitios

d ea d | ga O ou d e | e ga (@) d e U S UGAUACAAAAAAACAUGACUACAUGAUVAAGUAUCA UMM IANGUIA HUIIU
GGuAGUu A CAmuGuUANCGUIMuA CAmuG*GUCCACAGCAUNCCCG*
FEFCAGCA CAUGH*GuGummuAn GuuGuuuAnnGuAnmmuGuGGuUGA* AunuAu
uGuuA* *UAUTU GANUGUANNAUA ** *GGUUAUUUGCAUCGUGGUACAGA
AAAGUUAUGUGAAUAUAAAAGUGUAGAACAAUGUCUUCCGuATUUUC
GACAGGUUAGAnnAnGuuA* GuGuuGuuGuAANGAGCAmmuGuuGuCuun

DELETION SITE A UGN GAGuAnANGUUGC GAuGuuNGIUIUGU CGuuA CGuuGuGCAuInA

ADDITION SITE J UHAANUGUA®*** GAAMTAC** *CCGUAGIMMUAANGGIUINGUNGUGUAnANC
¥ / AnGuAnGGIMuGG* AmuA GGuuGUuNGU CUCCGuuG* UTAuGAuCAmuG
lh: AGGAA**CEH*UGACAAANGANGA CAunnmnGAmnAnNG* *UTUGuGGuuG

— NCGUANGCAMUGGCUTUCANGGIMUANIA * GGUATUCUUGAUGA tmunG

_r?— ! l](l - ummuGGuuuGuuGAmnmuuGIUGUUGUUGA ** *UA AuAu CAnGuuuGuuuGu
>/ ANGGANNGUUANGATMNGUUA TN GUGGGUAAUTCGmnAmmUAmu&GCGun

M R uGCH* *GuGGuunGuCAmnmunGATUANANGA M UA * *GuuumuA * *A**UAG

A AGUGGUGIIUUGNCNCGUNCGUUA GGUANGGUGUGA GAUnGUCGuun

AnnuAGuuGUUA *** * UGA*** * GuUGuAMuuAnGummuGuuAnGAunAunuGIu
G ANA GGuGANGCANIMGA * UCGuuuAnmmnA CGuuGuuuGAUAU
! GCGuANGAGIuGUuGANINGUAA GCAANGuuuummuGuuGGuuuuInnGuIn
uuGF *FHEGuuunGuuuGuuuGuun G * AnnAmuAnAnuGuGAun AunACCAuuG*

TUU #EEAGACCAunAnAnNGuuAnmnAuA GuuunGuGGuGuuGunGuuGC CGGGu

f ‘ — TEEEE R RENENNEE AUA*UCAMuGC*UUGUGUUGAACACCCCAAAGGUGA ** * GuAnnGuuuGi
? —AGA vANUA **FUGUImuGUGUUGGUuUANGUUCU CGumuA CGuuuGCGuuGuGC

‘ 7 ST T 7 GGANNUIGCA*TATUUGmuANNGGAUGUINGUUUG CGUGGmumuAuuG
ﬁ&gg R T iR CANGAMIAGUUGC** *C* GuuuA GGuAAnAnnGAN GuuGuuuuuGGAuCCG

UAGAUCGUIA* GIIIAUAUGUGH A ####%: GGUUAUUGIAGGAUUGUUU
AAAAUUGAAUAAAAA poly(A)




A edicao de RNA em Kinetoplastideos

Eventos cataliticos na insercao e delecao

e Pre-mRNAS sao editados 3’a 5°.

* Interacao entre RNAS por pareamento de bases
(Watson-Crick) e pareamento G-U determina os sitios
de clivagem e o nro. de Us a serem adicionados ou
removidos.

« Acontece um clivagem do pre-mRNA por uma
endonuclease a montante do duplex formado (8-10 bp)
entre o prée-mRNA e seu gRNA “cognato”. Us sao
adicionadas ao 5 por uma TUTase (terminal uridyl
transferase) ou removidas por uma ExoUase. Os
fragmentos de mRNA resultantes 5° 3" sdo ligados por
uma RNA ligase.

1. Annealing

2. Cleavage

3. U-addition

4. Trimming

5. Ligation

5 OH ¥
[ ]

1
AA —
y [U]I://. .

-
guiding nt's




Organizacao nuclear

Ploidia: 2N - L. major: 36 cromossomos, T. cruzi: 28 cromossomos

Genoma transcrito pelas trés RNA polimerases
RNA Pol | pode transcrever genes que codificam proteinas

Genes organizados em “large directional gene clusters” (disposi¢do cabeca-cauda) separados por regides
denominadas “strand switch regions”, rtanscritos por RNA pol II

RNA pol 111: func¢des convencionais (RNAs ndo codificantes)

BrUTP DAPI merge

RNA pol II: Transcricao
compartimentalizada

a-amanitin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3008170_zmr9990922620002.jpg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3008170_zmr9990922620002.jpg

Expressao génica em Kinetoplastideos

Eucariotas

e 0 DNA é desenovelado (helicase) e
transcrito a um pré-mRNA

® 0 Pre-mRNA é processado para remocao
dos introns — Cis-splicing e capping

e 0 Pre-mRNA madura a um mRNA —
Poliadenilacao

e 0 MRNA é transportado for a do nucleo

e 0s ribossomos traduzem o mRNA a
proteinas

Kinetoplastideos

e 0 DNA é desenovelado (helicase) e transcrito a
um pré-mRNA — transcricao poli-cistronica

e Auséncia de introns

e 0 Pre-mRNA madura a um mRNA — Trans-
slplicing, adicao de um mini-exon e Poliadenilacao

e 0 mRNA é transportado for a do nucleo

e 0s ribossomos traduzem o mRNA a proteinas



Expressao génica em Kinetoplastideos

Eucariotas e tripanossomas: semelhancgas e diferencas

a Inutiation intron 2 Termination

- intron 1 intron 3 Y DNA
Intergenc - — intergenic
region oxon 1 exon 2 exon 3 exon 4 region

O

: + Transcnption and

capping

) RNA
— | — - T—

: cap

re-mRNA
B + Polyadenylation

stability

— — (A

+ cis-splicing

Nucleo/cytoplasmic

transport
mR:NA
slal')wllly
: O - —an(A),
} ' Translation

Cis-splicing :
*Elimina introns

Trans-splicing

b IR1

Initiation

r gene 1

intergenic

IR2

' Qgene2 ¥
—

gene 3

Termanabon

region <\ 2 region
MRNA V ) \SL RNA

A & W anm

H

(P— )

mRNA 2

Transcription
trans-splicing,
polyadenylation

RNA

L—A):
mRNA 3

Nucleo/cytoplasmic
transport

i ——— g P\ |

(P
A]\ 1
pre-mRNA
stability
| — "\ )
v mRNA 1
H
mRNA
stability
] Translation

DNA

a Cis-splicing

Exon1 PRE-mRNA Exon 2
Gu a— sl c—
Intron 5
Splice donor site Splice acceptor site

|
o

Qﬁuﬁ%l

[ .

Spliced exons

b Trans-Splicing

Exon 1= spliced leader

-;U PRE-mRNA Exon 2
I A G -G —1
Splice donor site Intron *

Spliced leacer RNA

Splice acceptor site

|
) ~\ %
\

AG AG

Spliced leader on recipient mRNA

*Separa genes e adiciona o Mini Exon e a cauda de poli-A ao mRNA



Expressao génica em Kinetoplastideos

Regulacao da expressao génica

Como regra geral nao ha sequéncias promotoras no genoma dos kinetoplastideos

Regulacao pds-transcricional:

-dosagem génica (Nro. copias)

-taxas de trans-splicing e polyadenilagao
-estabilidade dos mRNAs

-taxas de traducao

Outras vias de regulacao das atividades proteicas:
localizacao subcelular

Outras????



Glicolise em Kinetoplastideos

As primeiras reacoes da via glicolitica estao
compartimentadas em uma organela denominada
glicossomo (derivados de peroxissomos)

Algumas caracteristicas:
(1) Membrana com uma bicamada de fosfolipideos

electron-densa, e matriz proteica, sem DNA
detectavel;

(2) Aproximadamente 90% das enzimas sao
glicoliticas, porém ha presenca de outras enzimas do
metabolismo redox (enzimas do metabolismo de
peroxidos, oxidacado de acidos graxos);



Glicolise em Kinetoplastideos

Glc é convertida em piruvato com a producao de
metabdlitos reduzidos como succinato e alanina. Turbo design of tryps glycolisis

Algumas caracteristicas da glicdlise: ATP activated ATP yielding

S | — > P
7 step Y / metabolism

“Fermentacao aerobia” gL

Auséncia de efeito Pasteur (b)
Auséncia de pontos regulatérios caracteristicos
(hexoquinase por exemplo) - ﬁi} |
— =< -
Fuel  \= Exhaust | Compressor |

Turbo engine

A compartimentalizagao das enzimas glicossomais possibilita a configuracao regulatoria da glicélise em tryps



A logica do controle glicossomal

ADP ATP . ~ . . -
\ PATP Simulag¢do da via glicolitica COM

o ﬁ . . ~
Al ADp At A | I compartimentalizacdo
) | y - - r' - Gly

Gk

lycosome
kf.) Y

Simulagao da via glicolitica SEM
compartimentalizacao

—



A logica do controle glicossomal

A
[ |
B o Entrada e saida de metabdlitos:
R: RO
® *Exclusséo por tamanho
glysosome || *N&o permitidos: NXPs (ATP, ADP,

: GTP, etc.), NAD(P)(H), FADH2, X-
I d) CoA
S
© @ © @o@
glycosome I@
[ |

C

R St +'_+r_ +++++
+ ~d . S " +
® + + + + + +
+ + i + + -
‘J_ + . *1 B i 2N +
e s ? '@'_ a4 * '@'_ tea? _‘@'. I
S s T —

glycosome

O,



A mitocondria e o metabolismo energético
em Kinetoplastideos

Credit: Dr. Megan Provelones — Penn State Brandwyne.

Vanwalleghem G. Et al., 2015, Nat. Commun.



Metabolismo energético
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Metabolismo energético

Existéncia controversa de Com
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60
—_—

—_—

L-Serina
61

L-Metionina

—_—
58

L-Arginina 47-T>
ADP

L-Glicina

56

L-Cisteina

S-adenosil-
metioninamina

Arg

59

& NO:2
—=l
ATP

Espermedina ——

Citrulina

Sintese de Tripanotiona

Sintese de Poliaminas

<l
GLICOSSOMO | Isoleucina
— Leucina
O e Valina
AR % 62 o CoASH I
I atP
19 (w) "‘“”/' Succlnm‘twp -
AMP ADP 37 36 o s
e Succinil-CoA <~
ATP — Fumarato
1 1<ADF > R 4, AR o, Histidina
38 H-0 i NARR%36 3 50 52 =
G-6-P VPF N ?I'Ig:«) glutarato < 2 Glutamato [ Aspartato —>» Asparagina
2 » Malato o 34 r NH5 « NAD:sNAD‘ ~ Glutamina
VPF i 39 NADH Isocitrato B o \ﬂg\ = 51
F-6-P i \ E}
H 33 =
5 1<ATP L-Aspartato —-20 : Oxalacetato SoASH H:0 L-Alanina g
ADP ! / i S
18 NADPH i TS~——i_ap Citrato 5
FBP F " 140 A32 ATP %
T umarato g2 Fumarato NADP i 5 g
H~0v¢ H.O v SuUC SCoA o
4 h 2 4
17 17 I =
$» Piruvato co.  Acetil —\/30 >
RE = DHAR ———pC-3-P Malato Ly Malato E Acetato
5 NAD CoA
6 8 16 NAD* NADH A o
CoASH™_ [ '\ _LCamitina ~ " Tfreeaeo
NADH AMP  ATP OHNGY A\ T e _ -
Oxac ‘pp  mi a1 EemeRNGS, Isoleucina
1,3BGA 0. & < 10 1" 11"  ewweewm A < T o | h
G3P 4+—G3P ADP 14 Glicina ) o m gy T \L}:'I.::::a
7 1<:TDPP ATP > 15 20 | 0P 05 Acetil-L-Carnitina
ADP Treonina AOB
® ATP PEP  Piruvato B
GLICEROL T | | v co. WAoH o
v 7 = "
1.3BGA AcetlIrI;Calmtnm L '
i?ﬁbl 10 AOEATE v  Treomina Acetil_ ATP Acetato
- < .
SR L’i' Sk M> | BiossintesedeLipidios «——— <.a a7 ate 46 citrato - %5 __ lsoCitrato
Glu <
(e Pir
21
22 NAD e 5 27
4 Tirosina 22
L-Lactato NADH 25 Triptofano 26
NH; Fenilalanina
D-Alanina «—» L-Alanina
23 a-KG Lf?a
AO
Outros V23 .
Glutamina

D-Ala



Racemases

Metabolismo energético
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Metabolismo energético
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Metabolismo redox

Espécies reativas do Oxigénio (ROS) sao um
conjunto bem diverso de espécies quimicas com

uma diversidade de caracteristicas fisicoquimicas.

Reactive oxygen species ( - unpaire
e

-0::0 - -0:H $0:
Peroxide Hydroxyl radical  Hydroxyl ion
0,7 -OH OH™
Defesa Enzimatica (Catalases,
peroxidases, etc.)
\ 4
Defesa quimica (-
SH, outras

espécies gquimicas
reduzidas)

Méia-vida das ROS

I

-<-"X lifetime

reactivity

diffusion distance

|

OH (o3 0,° H0,

Nanoseconds microseconds milliseconds seconds



Metabolismo redox

Sistemas de defesa contra o estresse oxidativo

Baseado em tidis de baixo peso
molecular

e Sistema comuUm a todos os
eucariotas: cisteina e derivados de
aminoacidos enxofrados

e Sistema exclusivo de
Kinetoplastideos: sintese de um
conjugado de bis-glutationyl-
espermidine (trypanotiona) e a
atividade trypanotiona reductase
(este sistema substitui o baseado em
glutationa/glutationa reductase).
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Metabolismo redox

Sistemas de defesa contra o estresse oxidativo

TryXo, TryPreq ROOH

NADPH ITWROX T[SH] X
NADP* TryRREdX TS, TryXgeq X TryPoy I ROH + H,0

NADPH fornece o potencial redutor a enzima trypanotiona redutase, que mantem um alto
nivel de trypanotiona reduzido, que por sua vez reduz tryparedoxina que finalmente
reduz tryparedoxina peroxidase. Esta ultima, finalmente cataliza a reducao final de
peroxidos a H,O ou alcodis.

TryR: trypanotiona reductase
TryX:tryparedoxina

TryP: tryparedoxina peroxidase
ROOH: peroxide



Metabolismo redox
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Metabolismo redox

Existem uma miriada de metabdlitos contendo —SH, que participam da resisténcia ao desbalanco

redox...

Via da Trans-sulfuragao reversa (Cristina Nowicki, Fac. Farmacia y Bioquimica

— UBA)
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