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RESUMEN

Introduccién: La infeccion por el SARS-CoV-2 y la lesion del tejido renal se asociaron con la
morbilidad y mortalidad de la COVID-19. Por esto, el analisis de las autopsias de los
individuos fallecidos por la COVID-19 y el posible impacto del SARS-CoV-2 en los diferentes
organos es valioso para entender la diseminacion viral y la patogénesis de la infeccion. En un
estudio previo, observamos la presencia del SARS-CoV-2 en muestras de tejidos de casos
fallecidos con la COVID-19 y su relacion con factores propios del hospedero. El presente
trabajo tuvo como objetivo la deteccion del SARS-CoV-2 y caracterizacién de muestras
adicionales de tejido renal de individuos fallecidos con la COVID-19.

Métodos: Se analizaron muestras de tejido renal a partir de autopsias de 5 individuos
fallecidos con COVID-19. Las mismas se estudiaron mediante microscopias o6ptica (MO),
electronica de transmision (MET) y de fluorescencia confocal (MFC) con la utilizaciéon de
anticuerpos especificos para el SARS-CoV-2.

Resultados: Los analisis de tejidos renales mediante MO y MET mostraron la presencia de
fibrosis intersticial en todas las muestras. Esto se relacion6 con la deteccion del SARS-CoV-2
mediante MFC en células importantes para el funcionamiento renal y el mantenimiento de la
homeostasis de tejidos y 6rganos, como las células intersticiales o semejantes a fibroblastos
y las células del complejo yuxtaglomerular.

Conclusién: Estos resultados pudieran tener implicacion en la desregulacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) por el SARS-CoV-2, el dafo renal, y en el desarrollo
de fibrosis y la patogénesis de la COVID-19.

Palabras clave: SARS-CoV-2; COVID-19; aparato yuxtaglomerular; fibrosis intersticial renal
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ABSTRACT

Introduction: SARS-CoV-2’s infection and injury of renal tissue has been associated with
morbidity and mortality of COVID-19. So, autopsy analysis of deceased individuals with
COVID-19 and the possible impact of SARS-CoV-2 in various organs are worth to understand
viral spread and the pathogenesis of infection. Previously, we have shown SARS-CoV-2 in
tissue samples of deceased cases with COVID-19 and its relationship with host factors. This
work aimed at SARS-CoV-2's detection and characterization of additional samples of renal
tissues from individuals who died with COVID-19.

Methods: Renal tissue samples from autopsies of 5 deceased individuals with COVID-19
were analyzed. They were studied through optical (MO), transmission electronic (MET) and
fluorescence confocal (MFC) microscopy using antibodies specific for SARS-CoV-2.

Results: Renal tissue analysis using MO and MET showed the presence of interstitial fibrosis
in all samples. This finding was related with detection of SARS-CoV-2 by MFC in cells
important for both renal functions and homeostasis maintenance of tissues and organs, such
as interstitial or fibroblast-like cells and cells of yuxtaglomerular complex.

Conclusion: These results may have implications for deregulation of renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) by SARS-CoV-2, for renal damage as well as fibrosis
development and pathogenesis of COVID-19.

Estos resultados pudieran tener implicacion en la desregulacién del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) por el SARS-CoV-2, el dafio renal, y en el desarrollo de
fibrosis y la patogénesis de la COVID-19.

Key words: SARS-CoV-2; COVID-19; yuxtaglomerular apparatus; renal interstitial fibrosis
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INTRODUCCION

Desde el afio 2019, la infeccidn por el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2
(SARS-CoV-2) que causa la enfermedad del coronavirus 19 (COVID-19), ha ocasionado un
gran dafio a la salud publica mundial.(") El virus se propagd a otros paises, por lo que la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lo declaré6 como una pandemia.(Y) A nivel mundial,
se observo que aproximadamente el 20% de los pacientes con COVID-19 desarrollaron
complicaciones graves, como la neumonia severa, el sindrome de dificultad respiratoria

aguda (SDRA), la sepsis y la muerte@.

La COVID-19 no solo afecta al sistema respiratorio, sino que también afecta directamente a
organos extrapulmonares. ®) La deteccion del SARS-CoV-2 en diferentes 6rganos, indica que
los sitios extrapulmonares de infeccidon pueden contribuir con la patogenia de la enfermedad.
Como resultado de la infeccion en el tejido renal, se plante6 que la lesion renal aguda (LRA)
es la segunda complicacién mas observada en la COVID-19 en los EE. UU. (22,2%) ®) y en
China (25,2%) ©). El receptor principal del SARS-CoV-2 es la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) 2 (ECA2) ®). La misma se expresa en numerosos tejidos, lo que

contribuye al amplio tropismo viral y a la patogenia de la COVID-19 (7).

Debido a su origen, letalidad y al desarrollo de secuelas pos-agudas de la enfermedad,
también conocidas como COVID persistente ) € necesario comprender las interacciones de
este virus con su hospedero que estan involucradas en los mecanismos de infeccion y en las
complicaciones de la COVID-19. En especial, la identificacion del tropismo celular viral,
puede ser clave para la comprensién de la patogénesis, siendo relevante para conocer los
mecanismos de infeccion del SARS-CoV-2 e identificar nuevas dianas terapéuticas. En un
estudio previo, observamos la presencia del SARS-CoV-2 en muestras de tejidos de
fallecidos con la COVID-19 y su relaciéon con factores propios del hospedero ) El presente
trabajo se enfocd en la deteccion del virus SARS-CoV-2 en muestras adicionales de tejido
renal de fallecidos con la COVID-19.
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MATERIALES Y METODOS

Casos y muestras estudiadas

Las muestras del tejido renal analizadas, se obtuvieron de casos fallecidos con la COVID-19,
siendo tres de ellas descritas en un estudio anterior (R, J y T) @y otras dos (N y E) provienen
de otros pacientes fallecidos con la COVID-19. En todos los casos, se detectd el SARS-CoV-2
en muestras de exudados nasofaringeos, mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real. El caso N tenia 70 afios y fallecio 8 dias después del comienzo de los
sintomas, y presentaba como principales comorbilidades insuficiencia vascular periférica y
cardiopatia isquémica. El caso E tenia 80 afos y fallecio luego de 14 dias del comienzo de
los sintomas, y presentaba como principales comorbilidades enfermedad cerebrovascular y
ateroesclerosis. En todos los casos el analisis histologico de tejido pulmonar reveld
evidencias distintivas de un patron de dafio alveolar agudo difuso (DAD) con predominio de

la fase fibro-proliferativa.

Obtencion de especimenes

La obtencion de especimenes se describié anteriormente. ¥ En resumen, se obtuvo el
consentimiento informado por parte de los familiares de los fallecidos, y se realizé en
todos los casos una autopsia limitada para la obtencion de especimenes post mortem,
por parte del departamento de anatomia patologica del Hospital “Luis Diaz Soto”, de La
Habana. Este estudio recibié la aprobacion de los Comités de ética del Hospital “Luis
Diaz Soto” y del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB). Se obtuvieron
muestras de tejido post mortem de pulmones y rifiones, dentro de las 3 horas
posteriores a la muerte. La autopsia se realizé6 siguiendo las recomendaciones y
orientaciones sobre examenes post mortem de casos de COVID-19, y los
procedimientos establecidos por el Ministerio de Salud Publica de Cuba. Los tejidos se
fijaron con paraformaldehido al 4% en buffer fosfato salino (PBS) durante 1 hora, y
luego se procesaron de forma rutinaria en condiciones estandares de bioseguridad.
Para preparar secciones congeladas, los tejidos se lavaron con sacarosa al 10% y 20%

en PBS por 1 hora, y con sacarosa al 30% durante toda la noche a 4°C, y luego se
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incluyeron en compuesto Tissue-Tek OCT (Sakura FineTek, Cat #4583, Tokio, Japon).
Finalmente se hicieron cortes del tejido incluido de 8 ym mediante un Criomicrotomo
(Bright Clinicut 60 Cryostat).

Tincién tricromica de Picro Mallory del tejido renal

Se utilizé procedimiento descrito por Lendrum y col.('9) Las secciones de tejido se
lavaron con PBS y agua destilada, y se tifieron con Hematoxilina. Después se afiadid
solucion de acido picrico y se lavo con agua destilada. Entonces las muestras se
tineron con solucion de “Fucsina Punceau” y se lavaron con agua acética. Ademas, se
utilizé la solucion del diferenciador de la tincién de color rojo y se lavé con agua acética
y con agua destilada. Posteriormente, las muestras se tifieron con solucion del azul de
anilina y se lavaron con agua acética. Entonces, se utiliz6 la solucion del diferenciador
del color azul y se lavo con agua aceética. Finalmente, las muestras se deshidrataron
con etanol, se aclararon con xilol y se montaron con cubre-objetos para su visualizacion

en microscopio 6ptico (Olympus BX-53 BH).

Tinciéon de inmunofluorescencia y analisis por microscopia confocal del tejido

renal

La tincion de inmunofluorescencia y el anadlisis de microscopia confocal de secciones
congeladas del tejido renal, se realizaron como se describié anteriormente ©). Las secciones
de tejido se lavaron con PBS, se permeabilizaron con Tween 20 al 0,5 % (T20) en PBS
(PBS+T20 al 0,5 %) y se saturaron con solucién de albumina bovina (BSA) al 2 % en
PBS+T20 al 0,1 % durante 30 min. Para detectar la proteina de la nucleocapside (NC) del
SARS-CoV-2, las secciones se incubaron con anticuerpos IgG monoclonales de ratén
especificos para la NC (SINO Biologicals, # de catalogo 40143-MMO05) o anticuerpos
policlonales de conejo especificos contra la NC del SARS-CoV-2 descritos previamente ©),
durante 2 horas a 27 °C o toda la noche a 4 °C (PBS+T20 0,1%). Después de lavar con
PBS+T20 al 0,1 %, las muestras se incubaron durante 1 hora a 27 °C con uno de los

siguientes anticuerpos secundarios: IgG anti-conejo o IgG anti-ratéon, de cabra conjugadas
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con fluoresceina (KPL; # de catalogo 172-1506, y 02-18-18, respectivamente); I1gG anti-
conejo o IgG anti-raton, de cabra conjugadas con Alexa Fluor 647 (Cell Signaling; # de
catalogo 4414S, y 4410S, respectivamente) (PBS+T20 0,1%, dependiendo de la
combinacion de anticuerpos primarios y secundarios utilizada). Posteriormente, las muestras
se lavaron con PBS+T20 al 0,1%, los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino,2-fenilindol
(DAPI) (1 mg/ml) (KPL; # de catalogo 1-03-01), y la preparacion se cubri6 con un
cubreobjetos en medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, # de catalogo H-1000).
Las muestras se analizaron usando un microscopio de fluorescencia de barrido laser
Olympus FV1000 1X81 (Olympus Corporation, Japén) y el software de imagenes FlowView
Viewer v3.1. También se tomaron imagenes con microscopia de contraste de interferencia
diferencial (DIC). Las imagenes se procesaron utilizando el paquete de procesamiento de

imagenes de cddigo abierto Fiji ('),
Microscopia electréonica de transmision

La microscopia electrénica de transmisién (MET) se realizé en las muestras procesadas de la
siguiente forma: los fragmentos de tejidos se fijaron en solucion tamponada de 0,1 Molar de
cacodilato de sodio (pH 7,4) (CNa) y glutaraldehido al 3,2% por 1 hora a temperatura
ambiente, y después se pasé a CNa toda la noche a 4 °C. Posteriormente, las muestras se
fijaron en solucion de tetroxido de osmio al 1% durante 1 hora, se deshidrataron con
concentraciones crecientes de etanol y se incluyeron en resina Spurr (Sigma-Aldrich).
Entonces, se prepararon secciones ultrafinas (400-500 A) de tejido mediante cortes con un
ultramicrotomo (NOVA, LKB), que se colocaron en rejillas con tamafio de malla 400. Estas se
tineron con soluciones de acetato de uranilo y de citrato de plomo, y se visualizaron en un
microscopio de escaneo electronico (MIRA3-TESCAN, TESCAN) a 25 kV utilizando un

detector de transmisién electronica.

Resultados

Anteriormente se describié que en las muestras de pulmon del caso T no se detectd la NC. ©)
Por otro lado, el analisis de las muestras de riidn de este caso, mostré poca fibrosis

intersticial y no se detecté NC en las mismas (Figura 1). Result6 interesante que las nuevas
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muestras del tejido renal analizadas en este trabajo (casos N y E) mostraron la presencia de
fibrosis intersticial (Figura 2C,D) con un patron similar al de las muestras de los casos Ry J
(Figura 2A,B).® Otras caracteristicas anomalas, también evidenciadas mediante MET,
incluyeron el dano del epitelio tubular con ampliacion del lumen tubular, oclusion del lumen
microvascular en los capilares peritubulares con presencia de numerosos eritrocitos y dafo

endotelial (Figuras 2 y 3).

Por otro lado, la Figura 4 resume los principales hallazgos observados a nivel de la corteza
renal, en las muestras analizadas mediante la microscopia de fluorescencia confocal. La
proteina de la NC se detectd en las células epiteliales tubulares, células intersticiales
peritubulares, en el glomérulo y en el aparato yuxtaglomerular. En algunas secciones no se
detecto la NC (Figura 5A). La localizacion de la proteina NC del SARS-CoV-2 en el aparato
yuxtaglomerular, incluyd a las células yuxtaglomerulares y a las células mesangiales
extraglomerulares y también a las células de la macula densa (Figuras 4 y 5). Resulté
interesante que, en la mayoria de las muestras estudiadas, se observd un patron de tincidon

de NC en el aparato yuxtaglomerular, y no en el glomérulo renal (Figura 5B-D).

DISCUSION

La presencia del SARS-CoV-2 en el tejido renal de fallecidos con la COVID-19, coincide con
lo reportado anteriormente (). Particularmente, lo relacionado con la deteccion del virus
SARS-CoV-2 en diferentes tipos de células renales como: las células epiteliales tubulares,
las células endoteliales, los podocitos y las células mesangiales. Esto es indicativo del amplio
tropismo celular reportado para el SARS-CoV-2 en el tejido renal ). Ademas, nuestros
hallazgos identificaron al SARS-CoV-2 en otras poblaciones de células de gran importancia
para el funcionamiento renal y el mantenimiento de la homeostasis de tejidos y érganos,
como las células intersticiales o semejantes a fibroblastos y las células del aparato
yuxtaglomerular.®) La presencia del SARS-CoV-2 en estos tipos celulares no se habia
identificado anteriormente en otros laboratorios(”) por lo que constituye un resultado novedoso
de nuestro grupo.
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La expresion de ECA2 en el tejido renal puede contribuir a la infeccion por el SARS-CoV-2. ()
Aunque este receptor no se estudio en este trabajo, en el estudio anterior ECA2 se detecto
en las muestras renales de los casos R y J lo que apoya los resultados observados ©).
Anteriormente, se habia identificado la infeccién por el SARS-CoV-2 de las células epiteliales
tubulares y endoteliales como un aspecto que contribuye al dafio renal y a la patogénesis de
la COVID-19. (12) El presente trabajo mostro evidencias del dafio en las células epiteliales
tubulares y endoteliales e indicé la presencia del SARS-CoV-2 en las células tubulares. Esto
unido a las evidencias previas de la detecciéon del SARS-CoV-2 en células endoteliales
renales en las muestras de los casos Ry J ¥, sugiere el posible dafio viral causado en las

células epiteliales y endoteliales, y su contribucion a la patogenia de la COVID-19.

Por otro lado, las células semejantes a fibroblastos forman la masa principal de células
intersticiales, que realizan varias funciones endocrinas en diferentes zonas renales y son un
elemento central en el desarrollo de fibrosis (3. Es relevante, que la localizacion de la NC en
las células intersticiales renales, se asocidé con la deteccion de fibrosis en el intersticio
renal.©® Se reconoce que, las caracteristicas anémalas observadas en los casos estudiados,
en particular la fibrosis intersticial, podrian estar relacionadas con la combinacién de la edad
y las comorbilidades en estos pacientes ('), No obstante, la infeccion por el SARS-CoV-2 y la

lesion viral directa, también podrian contribuir al dafio del tejido renal.

Resulta interesante que la presencia del SARS-CoV-2 en el aparato yuxtaglomerular, pudiera
afectar una funcién crucial de las células que lo constituyen, que es la regulacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), involucrado en el control de la presion arterial y la
homeostasis de electrolitos (9. En este sentido, el SRAA es particularmente relevante en el
contexto de la infeccion por el SARS-CoV-2, debido a su interaccidon con su receptor ECA2,
que es un regulador clave del SRAA. Las interacciones entre los diferentes tipos celulares del
aparato yuxtaglomerular, conduce a la sintesis y liberacién de la renina por las células
yuxtaglomerulares hacia el torrente sanguineo (3. La renina promueve la hidrdlisis del
angiotensindgeno para formar la angiotensina | (Ang I). La misma se procesa por la ECA
para formar la angiotensina Il (Ang Il) que desencadena sus efectos mediante los receptores

de Ang Il de tipo 1 (AT1R) (1®), Estos efectos incluyen la vasoconstriccion, el incremento de la
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presion arterial, la sintesis y liberacion de la aldosterona, la reabsorcién de sodio, y

promueven inflamacion y fibrosis.

Por otro lado, las respuestas biolégicas mediadas por la Ang Il se inhiben por la ECAZ2, que
procesa la Ang | y la Ang Il para formar los péptidos ANG1-9 y ANG1-7, respectivamente.
Estos interaccionan con el receptor MAS para promover la vasodilatacion, y los efectos anti-
inflamatorios y antifibréticos. Es por esto, que el balance tisular entre las actividades de la
ECA y la ECAZ2, regula las funciones efectoras del SRAA. Se propuso que la infeccién por el
SARS-CoV-2 puede disminuir los efectos de la ECA2, y favorecer los relacionados con la
actividad de la ECA ('7), Esta observacion sugiere que la patogénesis de la infeccion por el
SARS-CoV-2 puede estar relacionada en parte con un desbalance de la red regulatoria de
ECA-ECA2, de manera que la actividad de la ECA prevalece, contribuyendo a los efectos

fibréticos.

En base a nuestros hallazgos, nos gustaria proponer nuevos elementos que apoyan la
hipétesis de la desregulacion del SRAA. Primero, la interaccion del SARS-CoV-2 con las
células semejantes a fibroblastos, puede tener un efecto pro-fibrético directo. Segundo, la
infeccion por el SARS-CoV-2 de las células del aparato yuxtaglomerular, incluyendo a las
células intersticiales yuxtaglomerulares, puede interferir directamente con la regulacion de la
activacion del SRAA. Esto puede ser especialmente relevante, puesto que el tejido renal es
una fuente muy importante de produccion de ANG1-7 (18, En estas condiciones hipotéticas,
la disponibilidad limitada de ANG1-7 y ANG1-9, puede disminuir de manera importante sus
efectos bioldgicos, predominando las respuestas pro-inflamatorias y pro-fibréticas, inducidas
por el SARS-CoV-2. Las evidencias recientes que reportaron niveles disminuidos de Ang Il y
de ANG1-7 en pacientes con la COVID-19, a pesar de un incremento de la ECA2, apoyan

nuestra hipotesis (19),

En este contexto, donde la infeccidén renal por el SARS-CoV-2 influye por varias vias en los
mecanismos de fibrosis, esta pudiera relacionarse con el desarrollo de la COVID persistente,
que incluye la aparicion o progresion de la enfermedad renal crénica 9, especialmente en
pacientes con comorbilidades, como la hipertension arterial, la diabetes mellitus y las

enfermedades cardiovasculares.
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En este aspecto se necesitan mas estudios para comprender las implicaciones funcionales
de la invasién por el SARS-CoV-2 en los diferentes tejidos, especialmente en los rifiones, en

la regulacién del SRAA y en la patogénesis viral.

CONCLUSIONES

Se detectd la presencia del SARS-CoV-2 en células intersticiales o semejantes a fibroblastos
y del aparato yuxtaglomerular, en el tejido renal con fibrosis intersticial de fallecidos con la
COVID-19. Estos resultados pudieran tener implicacion en la desregulacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) por el SARS-CoV-2 y en el desarrollo de fibrosis.
Este conocimiento es importante para comprender los mecanismos patogénicos del SARS-

CoV-2, las secuelas de la enfermedad y el desarrollo de nuevas terapias.
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Pie de Figuras

Figura 1. Imagenes representativas de la tincion Tricrémica de Picro Mallory y Microscopia de

Fluorescencia Confocal en secciones de tejido renal del caso T fallecido con la COVID-19.

A) Tincién Tricromica de Picro Mallory, que muestra escasa presencia de fibrosis intersticial en el tejido renal (tincion
azul). Barra: 200 ym. B). Microscopia de Fluorescencia Confocal de seccion de la zona glomerular del tejido renal,

donde no se detectd la proteina de la nucleocapside (NC) del SARS-CoV-2. Los nucleos se visualizaron con DAPI
(azul). Glomérulo (G). Barra: 50 pm.
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Figura 2. Imagenes representativas de la tincion Tricromica de Picro Mallory en muestras de
tejido renal de pacientes fallecidos con la COVID-19.

Secciones de zona intermedia entre corteza y médula renal donde se muestra la presencia de fibrosis intersticial
(tincién azul) en los casos R (A), J (B), N (C) y E (D). Nétese, también, dafo del epitelio tubular, con dilatacién y
oclusion de lumen microvascular con presencia de eritrocitos (cabeza de flechas). Tincién del colageno en azul.
Barras: 200 pm.
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Figura 3. Microscopia electronica de transmisién (MET) en muestras de tejido renal del
paciente R, fallecido con la COVID-19.

A) Células semejantes a fibroblastos (F) en el intersticio peritubular, y abundantes fibras de colageno (FC). Note
parte de un capilar sanguineo (Ca) con oclusién del lumen microvascular, donde se observa parte de una célula
endotelial (En) dilatada y un eritrocito (Er). B) Regién peritubular cortical que muestra las células tubulares dafiadas
con aumento de volumen de las mitocondrias (M), ruptura de la membrana celular y salida de debris celular al medio
extracelular (flechas). Barras: 2 ym. C) Regién peritubular de la corteza renal donde se observa un capilar sanguineo
(Ca) con oclusion del lumen microvascular, numerosos eritrocitos (Er) y parte de una célula endotelial (En). Nucleo

(N). Barra: 1 ym.
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Figura 4. Estudio de la presencia de la proteina de la nucleocapside (NC) del SARS-CoV-2 en
secciones de tejido renal de un paciente fallecido (N) con la COVID-19 mediante la Microscopia

de Fluorescencia Confocal.

DAPI-NC A | DAPI-NC-DIC

A, B, C) Seccion de la corteza renal donde se muestra la presencia de la NC (rojo) localizada en las células
epiteliales tubulares (flechas curvas), en células intersticiales peritubulares (cabeza de flechas) y en el glomérulo (G)
(flechas). También, la NC se detectdé en el aparato yuxtaglomerular (AY) (flechas), a nivel de las células
yuxtaglomerulares de la arteria aferente, células mesangiales extraglomerulares y de la macula densa. B) Las células
del tejido se analizaron mediante 6ptica de contraste de interferencia diferencial (DIC). C) Ampliacion de cuadro en A

y B. Los nucleos se visualizaron con DAPI (azul). Barras: 100 pm.
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Figura 5. Estudio de la presencia de la proteina de la nucleocapside (NC) del SARS-CoV-2 en
secciones de tejido renal de casos fallecidos (R, J, E) con la COVID-19 mediante la Microscopia

de Fluorescencia Confocal.

Figura 5
DAPI-NC . DAPI-NC

DAPI-NC

DAPI-NC

Secciones de la corteza renal: A, B) Secciones del tejido renal del paciente R, donde no
se detectd la NC (A); y donde se observé la NC (rojo) en la macula densa del aparato
yuxtaglomerular (AY) (flechas) (B); C, D) Secciones del tejido renal del paciente J
donde la NC se localizé en las células mesangiales extraglomerulares del AY (flechas);
E, F) Secciones del tejido renal del paciente E donde la NC se localizé en las células
perivasculares (flechas curvas) y mesangiales extraglomerulares (flechas) del AY. D, F)
Las células del tejido se analizaron mediante o6ptica de contraste de interferencia
diferencial (DIC). Glomérulo (G). Los nucleos se visualizaron con DAPI (azul). Barras:

50 ym.
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