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RESUMEN

Introduccion. Si bien lo ideal es llevar a cabo la preservacion de los tejidos en el menor
tiempo posible luego de la muerte de un animal objeto de un estudio neurohistoquimico,
con frecuencia es inevitable trabajar con tejido nervioso obtenido varias horas post mértem.



Jeison Alexander Monroy-Gémez, Orlando Torres-Fernandez

Objetivo, Estudiar el efecto de la degradacién
post moértem sobre la inmunorreaccién de di-
ferentes antigenos en el cerebro de raton.

Métodos. Se inocularon ratones con virus de
la rabia y se extrajeron los cerebros luego de
fijar los animales con paraformaldehido me-
diante perfusion. En otro grupo de animales
la extraccion de los encéfalos se hizo para fi-
jarlos por inmersién con el mismo fijadory en
diferentes horas post mértem. En un vibrato-
mo se obtuvieron cortes coronales de los ce-
rebros, y estos se procesaron para inmunode-
teccion de rabia y de otros cuatro antigenos.

Resultados. Cuatro de los antigenos evalua-
dos, calbindina, parvoalbumina, glutamato y
acido gamma-aminobutirico (GABA), presen-
taron pérdida de inmunorreacciéon cuando el
tejido cerebral se habia tratado previamente
mediante fijaciébn por inmersién. Este efecto
fue mas acentuado cuando aumento el tiempo
post mortem antes de la fijacién. Por el con-
trario, la inmunorreaccion al virus de la rabia
se incrementd cuando transcurrieron mas de
seis horas post mértem antes de la fijacion.

Conclusiones. La fijacion por perfusiéon es
ideal para estudios de inmunohistoquimi-
ca de diferentes antigenos. La degradacion
tisular post moértem generalmente provoca
disminucién de la inmunorreaccion. No obs-
tante, los antigenos del virus de la rabia in-
crementan su inmunorreaccion a medida

que transcurre el tiempo post mértem antes
de la fijacién.

Palabras clave: cambios post mértem, in-
munohistoquimica, virus de la rabia, neuro-
transmisores, proteinas de enlace del calcio.
(Fuente: DeCS)

ABSTRACT

Introduction: It is advisable to carry out the
preservation of tissues in the shortest time
after the death of an animal subject of neu-
rochemical study but it is often unavoidable
to work with nervous tissue obtained several
hours postmortem.

Objective: To study the effect of postmor-
tem degradation on immunoreactivity of di-
fferent antigens in the mouse brain.

Methods: Mice were inoculated with rabies
virus and the brains were removed after the
animals were fixed by perfusion with parafor-
maldehyde. In another group of animals the
brain extraction was performed and they were
fixed by immersion in the same fixative solu-
tion at different hours postmortem. Coronal
sections of the brains were obtained in a vibra-
tome and they were processed for immunode-
tection of rabies, and other four antigens.

Results: Four of the antigens studied, cal-
bindin, parvalbumin, glutamate and GABA,
showed loss of immunoreactivity when brain
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tissue was pretreated by immersion fixa-
tion. This effect was more noticeable when
postmortem time increase before the fixing.
Conversely immunoreactivity to rabies virus
was increased over six hours postmortem
before fixation.

Conclusions: Fixation by perfusion is ideal
for immunohistochemical studies of diffe-
rent antigens. Postmortem tissue degrada-
tion usually causes decreased immunoreac-
tivity. However, rabies virus antigens show
increased immunoreactivity when elapses
more postmortem time before fixation.

Keywords: Postmortem changes, immu-
nohistochemistry, rabies virus, neurotrans-
mitter agents, calcium binding proteins.
(Source: DeCs)

INTRODUCCION

La introduccién de procedimientos basados
en las reacciones inmunoldgicas, ha repre-
sentado un importante avance en el ana-
lisis de sustancias de interés en biologia
animal y vegetal dificiles de medir median-
te los métodos bioquimicos habituales (1).
El uso de anticuerpos para la deteccién de
antigenos especificos de agentes patdgenos,
proteinas o neurotransmisores, entre otras
moléculas, esta ampliamente reconocido a
nivel mundial en pruebas de diagnéstico e
investigacién (2). Ejemplo de ello es la pro-
duccién de anticuerpos contra las proteinas
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de enlace de calcio que regulan la concen-
tracion del calcio intracelular en las neuro-
nas. Estos anticuerpos han sido una herra-
mienta importante en estudios histoldgicos,
inmunohistoquimicos e histopatolégicos del
sistema nervioso, ya que se expresan diferen-
cialmente en determinadas subpoblaciones
neuronales (3-6).

De igual forma, la inmunohistoquimica es
util para estudiar la expresién de neurotrans-
misores especificos en las neuronas, con an-
ticuerpos capaces de detectar pequehisimas
diferencias entre moléculas (7). Esta técnica
se ha empleado en el estudio del acido
gamma-aminobutirico (GABA) y glutamato,
los neurotransmisores mas importantes del
sistema nervioso, con el fin de entender los
procesos normales y patoldgicos que afectan
la funcién de estas dos moléculas, ya que el
deterioro de su equilibrio puede alterar la
funcién neuroldgica (8). La inmunohisto-
gquimica también se ha empleado en la de-
teccion de antigenos de virus que afectan
al sistema nervioso, como el de la rabia, el
de Epstein-Barr, el virus herpes y el virus lin-
fotrépico humano-T de tipo | (HTLV-I), entre
otros (9-11).

Sin embargo, uno de los problemas mas fre-
cuentes en la aplicaciéon de esta técnica es la
preservacion de los antigenos (12). Existen
diferentes métodos para conservar la ca-
pacidad de reaccion de los anticuerpos en
tejidos y evitar la destruccién celular. EI mas
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conocido es la fijacion mediante sustancias
gue tienen la capacidad de endurecer los
tejidos, preservando en su gran mayoria las
condiciones estructurales y citoquimicas de
los mismos. Pero el uso de diferentes solu-
ciones de fijacion puede causar un impacto
en las propiedades de los tejidos, especial-
mente para la deteccién inmunohistoqui-
mica (13). Por esta razén, es necesario opti-
mizar los protocolos de fijacion. Cuando se
trabaja con animales de experimentacion el
método de fijacion mediante perfusion es el
mas indicado, puesto que preserva mejor las
caracteristicas citomorfoldgicas y neuroqui-
micas de las poblaciones neuronales (12).

Infortunadamente, esto no es posible
cuando se trata de tejido nervioso extraido
de necropsias practicadas después de varias
horas de la muerte de un paciente (14-16).
Los procesos de destruccién celular post
mortem desencadenan danos estructurales,
cambios en el pH, edema cerebral, alteracio-
nes en epitopos estructurales, en la expre-
sion de proteinas y en la integridad quimica
de componentes de la matriz (12, 15-17).
Esto representa un problema para la pre-
servacion de antigenos (16). Investigar los
cambios post mértem se ha convertido en
una cuestién importante para la anatomia
comparada y la patologia (16,18), especial-
mente para el diagnéstico de enfermedades
gue se basan en la histologia de muestras
cerebrales (19).

Por otra parte, los autores del presente
trabajo tienen como principal linea de inves-
tigacion el estudio de la vulnerabilidad se-
lectiva neuronal de la infeccidon con el virus
de la rabia. Se ha demostrado el efecto de
la infeccién sobre la expresién de proteinas
(6,20), los neurotransmisores (21,22) y la
estructura neuronal (23). Estos resultados
se han obtenido en un modelo animal en el
cual se evita la descomposicion post moértem
mediante la fijacion del tejido por perfusiéon
intracardiaca con aldehido. Por lo tanto, es
de gran utilidad establecer si el tejido in-
fectado sometido a descomposicion post
mortem puede exhibir resultados similares
y determinar el tiempo maximo promedio
antes de la fijacién con aldehidos para que
la capacidad antigénica del virus de la rabia
sea preservada.

Por esta razon, el objetivo de este trabajo
fue estudiar el efecto de la degradacién post
mortem sobre la deteccién inmunohistoqui-
mica del virus de la rabia, de dos proteinas de
enlace de calcio, calbindina y parvoalbumina,
y los neurotransmisores GABA y glutamato.

MATERIALES Y METODOS

Manejo de animales e inoculacion del
virus de la rabia

El estudio se llevé a cabo en ratones ICR
(hembras de cuatro semanas), confinados en
una sala de alta seguridad del bioterio del
Instituto Nacional de Salud, en condiciones
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ambientales y nutricionales adecuadas, de
acuerdo con normas éticas nacionales e in-
ternacionales exigidas para la investigacion
con animales de laboratorio y aprobadas por
el Comité de Etica del Instituto.

Para la infeccidon con el virus de la rabia se
utilizaron alicuotas de virus de tipo “calle”
(de origen canino), suministradas por el La-
boratorio de Virologia del Instituto. Para au-
mentar la cantidad disponible de virus, se
inocularon ratones lactantes por via intrace-
rebral a los cuales se les extrajo el encéfalo
para macerarlo y obtener las alicuotas para
el trabajo experimental (6).

Para cumplir con los objetivos se utilizaron
tres grupos de animales. El primero corres-
pondié a animales infectados con el virus
gue se inocularon por via intracerebral, cada
uno con 0,03 ml de dilucién viral (1 x 10°).
En el segundo grupo (control) los animales
se inocularon con solucion diluyente despro-
vista del virus. La inyeccidén se hizo a través
del hueso parietal con una aguja muy fina
(N° 27), para minimizar el dano del tejido
cerebral. Los animales se mantuvieron en
observacién durante los dias siguientes vy
se tomé nota de los cambios clinicos y de
conducta hasta las 120 horas después de la
inoculacion. El tercer grupo de animales no
recibié ningun tratamiento de inoculacion.
Al finalizar este tiempo, se llevé a cabo el
sacrificio de los ratones como se describe a
continuacion.
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Preparacion del tejido nervioso

Animales inoculados para estudio de anti-
genos del virus de la rabia.

Los animales inoculados con el virus y sus
controles, se sacrificaron cuando los prime-
ros manifestaron sintomas de la enfermedad
(120 horas después de la inoculacion). Dos
de los animales infectados y dos controles se
anestesiaron con 0,2 ml de hidrato de cloral
al 30 % suministrado por via intraperitoneal
(350 mg/kg). Con los animales anestesiados,
se llevd a cabo la fijacion por perfusion intra-
cardiaca. Inicialmente se dejé correr solucion
tampédn salina de fosfatos (PBS) con un pH
de 7,3, durante tres minutos (aproximada-
mente, 30 ml) y, después, solucion de para-
formaldehido al 4 % como fijador, durante
10 minutos (aproximadamente, 100 ml).
Después de completar la perfusion con el
fijador, nuevamente se dejé circular PBS por
un minuto. Una vez terminada la perfusion
se extrajo el cerebro de cada ratén y se pre-
servo en paraformaldehido al 4 %.

Los animales restantes fueron sacrificados en
una camara de CO, y decapitados; después
se extrajeron sus cerebros en diferentes
horas post mértem (0, 6, 12,18 y 24 horas).
En cada uno de estos tiempos se tomaron
los cerebros de dos animales infectados y sus
respectivos controles, e inmediatamente se
fijaron por inmersién en paraformaldehido
al 4 %.
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Animales no inoculados para inmunohisto-
quimica de proteinas y neurotransmisores

Para el estudio del efecto post mértem sobre
la inmunorreaccién de proteinas (calciocal-
bindina y parvoalbimina) y neurotransmiso-
res (GABA y glutamato) en los animales no
inoculados (grupo 3), se utilizaron el mismo
procedimiento y tiempos de fijacion que con
los animales inoculados. La Unica diferen-
cia fue la adicion de glutaraldehido al 0,5
% combinado con paraformaldehido al 4 %
para llevar a cabo la fijaciéon. La adicién de
glutaraldehido a la solucion de fijacién es ne-
cesaria para llevar a cabo la técnica inmuno-
histoquimica para GABA y glutamato (21,22).

Inmunohistoquimica

Los cerebros fijados se montaron en un vibra-
tomo y se hicieron series de cortes coronales
de 50 um de espesor. Estos se recogieron en
cajas de Petri pequenas (2,5 cm. de didme-
tro) que contenian PBS. En estos recipientes
se llevé a cabo todo el procedimiento inmu-
nohistoquimico.

Los cortes se mantuvieron en flotacién y agi-
tacion constante, a temperatura ambiente
(20 °C). Inicialmente, fueron pretratados con
cloruro de amonio (NH,Cl,) 0,05M por 30
minutos, para retirar los residuos de aldehi-
dos, y después, con peroxido de hidrogeno
(H,0,) al 3 %, para bloquear la peroxidasa
endogena. Para bloquear sitios de inmuno-
rreaccion inespecifica, se utilizé una solucién

compuesta por suero normal de caballo,
tritébn y albumina sérica bovina. Para la de-
teccion de los antigenos de interés, los cortes
se incubaron con los siguientes anticuerpos
primarios: anti-GABA (dilucién de 1:2.500)
y anti-glutamato (1:2.500) policlonales
(Sigma); anti-calbindina (1:2.500) y anti-par-
voalbumina (1:5.000) monoclonales (Sigma)
y antisuero antirrabico (1:800) elaborado
anteriormente por el grupo (Lamprea, et al.,
2010). Posteriormente, los cortes se incuba-
ron en anticuerpo secundario: anti-conejo
(para rabia, GABA y glutamato) y en anti-
ratén (para calbindina y parvoalbimina). A
continuacién se trataron con el complejo
ABC (vector). Para revelar la inmunotinciéon
de los antigenos, se utilizé diaminobencidi-
na. Los detalles de estos procedimientos se
han descrito previamente (20-22,24,25).

RESULTADOS
Apariencia general post mértem del tejido

El tejido cerebral fijado por perfusion adqui-
rié una consistencia dura y fue facil retirar los
encéfalos del craneo. Los cerebros no fijados
por perfusion ofrecieron mayor dificultad
para ser extraidos del craneo, debido a la
consistencia blanda del tejido. Esta dificultad
fue cada vez mayor a medida que aumento el
tiempo post mértem, hasta hacerse casi de-
leznable. La pérdida de consistencia del ma-
terial post mértem también hizo mas dificil
la obtencion de cortes en el vibratomo. Estos
presentaron tendencia a fragmentarse, aun
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después de haberlos sumergido por varios
dias en la solucion de fijacién. En el micros-
copio los efectos autoliticos se observaron
desde las seis horas post mértem; se acentué
la cantidad de vasos del tejido, acompana-
da de alteraciones en la morfologia neuronal
y degradacién del citoplasma de las células.
Sin embargo, estos cambios histolégicos no
se observaron uniformemente en todo el
tejido cerebral.

Inmunohistoquimica para rabia

La presencia de antigenos virales se eviden-
ci6 en todas las muestras independiente-
mente del tiempo post mértem transcurrido.
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Los efectos autoliticos afectaron la estruc-
tura del tejido cerebral pero no la deteccion
inmunohistoquimica del virus. En el tejido
infectado fijado por perfusién y en el fijado
por inmersion a las 0 horas post mértem se
observaron inclusiones virales citoplasma-
ticas dispersas pero escasa inmunotincion
del citoplasma. No obstante, a medida que
aumentd el tiempo de degradacion post
mortem la inmunotincién del pericarion de
las neuronas se hizo mas intensa hasta llegar
a delimitar el contorno del soma y la base de
algunas dendritas, pero, a la vez, los cuerpos
de Negri se hicieron menos visibles (figura 1).
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Figura 1. Inmunohistoquimica para rabia en neuronas de la corteza cerebral
de rat6n. La inmunorreaccién se incrementa a medida que aumentan
las horas post mértem, hasta llegar a delimitar a cada neurona.
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a: Fijacion por perfusion (0 horas post
mortem); sélo se observan cuerpos de Negri
como puntos dispersos y no se demarcan
cuerpos celulares (10X). b: Fijacion por in-
mersién (0 horas post mértem); el aspecto
es similar al de la imagen a (10X). c: Fijacidon
por inmersiéon (12 horas post moértem); los
antigenos virales ocupan todo el perica-
rion neuronal hasta demarcar la morfologia
celular y no se observan los cuerpos de Negri
(40x). d: Fijacion por inmersion (24 horas
post moértem); los antigenos virales dentro
del pericarion incrementan su inmunorreac-
cion (100X).

Inmunohistoquimica para calbindina y
parvoalbimina

Fueron evidentes las diferencias en la in-
munorreaccion entre las muestras fijadas
por perfusion y las muestras fijadas por in-
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mersion. La fijacion por perfusion permitio
observar una marcacion mas intensa en las
células positivas para calbindina y parvoal-
bdmina, con clara delimitacion del contor-
no de los perfiles neuronales. En el material
fijado por inmersién la inmunorreacciéon
para calbindina disminuyé notoriamente,
aun con el tratamiento iniciado a las cero
horas, y la pérdida fue mas acentuada en el
material fijado después de varias horas post
mortem hasta desparecer antes de las 24
horas (figura 2, cuadro 1). La deteccion in-
munohistoquimica de células positivas para
parvoalbumina fue evidente hasta las 24
horas post moértem. Sin embargo, a medida
que aumento el tiempo de degradacion se
observé una disminucion en el nimero de
células marcadas y en la intensidad de la
marcacion (figura 3, cuadro 1).
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Figura 2. Inmunohistoquimica para calbindina en la corteza cerebral de ratén.

a: Fijacion por perfusion (0 horas post
mortem); las neuronas positivas para calbin-
dina se observan agrupadas densamente en
las capas corticales Il y lll (10X). b: Fijacion
por inmersién (0 horas post mértem); es evi-
dente la pérdida parcial de inmunorreaccién

en las capas Il y Il (10X). c: Fijaciéon por in-
mersion (12 horas post moértem); la pérdida
de inmunotincién es muy acentuada (10X).
d: Fijacién por inmersion (24 horas post
mortem); la pérdida de inmunorreaccion a
calbindina es casi total (10X).

54 Volumen 1 ¢ Nimero 1 * Enero - Junio 2014 ¢ Pdags. 45 - 62 * ISSN 2389-7325



Revista Investigacién en Salud Universidad de Boyaca

Figura 3. Inmunohistoquimica para parvoalbtimina en la corteza cerebral de ratén.

Las neuronas positivas para parvoalbumina
se observan dispersas dentro del tejido ner-
vioso. a: Fijacion por perfusion (0 horas post
mortem); la marcacion de los cuerpos celula-
res es intensa (10X). b: Fijacién por inmersion
(0 horas post mértem); el aspecto es similar

al de la imagen a (10x). c: Fijaciéon por in-
mersién (12 horas post mértem); es evidente
la pérdida de inmunotincion en la mayoria
de neuronas y en el neuropilo circundante
(10X). d: Fijacion por inmersién (24 horas
post moértem); se observan apenas algunas
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neuronas débilmente marcadas y menor in-
munorreacciéon en el neuropilo (10X).

Inmunohistoquimica para GABA y glutamato

La inmunohistoquimica para GABA y glu-
tamato en el tejido fijado por perfusion,
mostré cuerpos neuronales intensamente
marcados. Pero esta inmunorreaccion perdié

intensidad en el tejido fijado por inmersién
y se desvanecio rapidamente en el material
fijado después de varias horas post moértem
(figuras 4,5 y cuadro 1). Sin embargo, en los
cortes de material fijado por inmersién pro-
cesados para GABA, aparecieron abundantes
perfiles celulares que mostraban una tincién
inespecifica difusa (figura 4).

Cuadro 1. Estimacién cualitativa de la pérdida de inmunorreaccion
por efecto de la degradacion post mértem de dos proteinas y dos
neurotransmisores en la corteza cerebral de ratones.

Horas post mértem (fijacion por inmersion)

. Fijacion por perfusion : 0 6 112 18 24 £ 30
CB P4+ +++ +++ + - - -
PV+++ ................................................. +++ ............. +++++ ................ + ................
e B N & + ................
Gmtamato .... + ++++ ................ + ................

CB: calciocalbindina; PV: parvoalbtimina

Inmunotinciéon: + ++ fuerte; + + intermedia; + débil
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Figura 4. Inmunohistoquimica para GABA en la corteza cerebral de ratén.

a: Fijacion por perfusion (0 horas post
mortem); las neuronas positivas para GABA
se observan intensamente marcadas y dis-
persas dentro del tejido nervioso (10X). b: Fi-
jacion por inmersion (0 horas post mértem);
algunas neuronas positivas para GABA con-
servan su intensidad de marcaciéon pero se
observan muchas células con tinciéon ines-

pecifica (10X). c: Fijaciébn por inmersiéon
(12 horas post moértem); ha desaparecido
la marcacion especifica para GABA y se ob-
servan solo células con tincidon inespecifica
(10X). d: Fijacion por inmersién (24 horas
post mortem); el aspecto es similar al de la
imagen c (10X).
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Figura 5. Inmunohistoquimica para glutamato en la corteza cerebral de ratén.

a: Fijacion por perfusién (0 horas post
mortem); la marcacién de los cuerpos celu-
lares y el neuropilo es intensa (10X). b: Fija-
cién por inmersion (0 horas post mértem); se
mantiene la marcacién intensa de los cuerpos
celulares pero el neuropilo se observa mas
claro (10X). c: Fijacion por inmersién (12
horas post mértem); es notable la pérdida de

inmunorreaccién de las células y del neuropi-
lo (10X). d: Fijacién por inmersion (24 horas
post mértem); la pérdida de inmunotincion
es mas acentuada que en c (10X).

DISCUSION

Con estos resultados se demuestra la impor-
tancia del método de fijacién por perfusion
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para la preservacion de la inmunorreaccién
de antigenos presentes en el tejido nervio-
so en estudios experimentales. La autdlisis
tisular debida a la degradaciéon post mértem
y sus efectos sobre la inmunodetecciéon de
diferentes tipos de moléculas, se han docu-
mentado previamente. No obstante, es im-
portante determinar para cada antigeno es-
tudiado su capacidad de preservacion post
mortem en el tejido nervioso, no solamente
para el diagndstico de enfermedades sino
para, eventualmente, poder llevar a cabo tra-
bajos de investigacién cuando no es posible
trabajar con tejidos fijados por perfusion,
como es el caso de las muestras de origen
humano o de animales silvestres (12,16).

Con este trabajo se comprob6 la variabilidad
en la preservacién post mértem de antigenos
de diferente origen. Mientras que la inmu-
norreaccion de la proteina parvoalbumina se
preservé casi inalterada hasta las 12 horas
post mortem, la inmunorreaccion de calbin-
dina y de los dos aminoacidos neurotransmi-
sores GABA y glutamato si se afectd, inclusi-
ve a las 0 horas post moértem, en el material
fijado por inmersion. En general, la tenden-
cia con estos marcadores neuronales fue la
de disminuir su inmunorreaccion cuando se
utilizé la fijacién por inmersion y, mas aun,
cuando aumenté el tiempo post moértem
antes de la fijacion. Parte de estos resulta-
dos coinciden con otro estudio en monos
(Macaca mulatta) en el que se compard
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tejido fijado por perfusion y tejido fijado por
inmersidon para evaluar la inmunorreaccién
de diferentes antigenos, incluidos calbindina
y parvoalbumina (12). Vale la pena destacar
que estos dos marcadores parecen resistir
tiempos post moértem mas prolongados en
tejido cerebral humano, en donde pueden
manifestar inmunorreaccion en tiempos que
oscilan entre las 12 y las 24 horas (26-28).

No obstante, quiza el hallazgo mas impor-
tante del presente trabajo es la demostra-
cién del incremento en la inmunorreaccién
de los antigenos de la rabia, a medida que
aumento el tiempo post moértem, hasta el
punto de mejorar la demarcacién de la mor-
fologia de las neuronas infectadas. Simulta-
neamente, a medida que aumenté el tiempo
post moértem disminuyé la cantidad de
cuerpos de Negri. Por lo tanto, una posible
explicaciéon del aumento de la inmunorreac-
cion de los antigenos de la rabia a través del
pericarion neuronal, seria la desintegracion
de los cuerpos de Negri que conduciria a la
diseminacién de los antigenos. Es un hecho
conocido que, si bien los cuerpos de Negri
son el rasgo patognomoénico de la rabia, su
busqueda no es un método confiable para el
diagnéstico (29,30). Esto reafirma la utilidad
de la inmunohistoquimica como método de
diagnostico de la rabia.

Un efecto similar de la degradacion post
mortem se encontrd en cerebros de ratén en
los cuales se utilizd la técnica inmunohisto-

Volumen 1 ¢ Nimero 1 ¢ Enero - Junio 2014 ¢ Pdags. 45 - 62 * ISSN 2389-7325 59



Jeison Alexander Monroy-Gémez, Orlando Torres-Fernandez

quimica para la proteina aciida glial fibrilar
(GFAP). En ese estudio, la inmunorreaccion
de la GFAP se incrementé notablemente
a partir de las 6 horas post moértem y los
autores lo explican como una posible desin-
tegracion de los filamentos de la proteina de
la glia y la dispersion de sus epitopos antigé-
nicos en el citoplasma (16).
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