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Resumen

Introduccidn: El objetivo del presente estudio es analizar el efecto de soluciones cristaloides simples (solucion
salina y solucién de Ringer Lactato) y una solucién de preservacion de érganos compleja (solucién Celsior)
sobre la la pared intestinal de ratones mediante el empleo de microscopia electrénica de barrido tras su pre-
servacién hipotérmica.

Material y Métodos: Los segmentos intestinales de ileon procedentes de ratones CD1 fueron perfundidos por
via vascular e intraluminal con soluciones cristaloides simples como el suero salino (grupo 2) o solucién de
Ringer-Lactato (grupo 3), y con soluciones complejas como la solucion Celsior (grupo 4). Los segmentos fueron
almacenados durante 14 horas a 42 C con la misma soluciéon empleada para su perfusion. Las diferentes mues-
tras fueron procesadas utilizando protocolos convencionales para microscopia electrénica de barrido.
Resultados: Nuestros resultados muestran que el grupo 2 se caracterizé por presentar un patrén vellositario y
microvellositario compatible con el grupo control (grupo 1). El grupo 3 mostro lesiones focales caracterizadas
por pérdidas epiteliales a nivel del vértice vellositario y exposicién del eje conjuntivo-vascular de la vellosidad.
Finalmente, el grupo 4 presentd un patron vellositario desestructurado con hendiduras subepiteliales exten-
sas, asi como destruccion de células enterociticas hasta la base.

Discusion: El estudio demuestra que las soluciones cristaloides simples administradas por via vascular e in-
traluminal mantienen la integridad morfoldgica de la mucosa intestinal tras su preservacion hipotérmica. La
microscopia electrénica de barrido constituye una metodologia 6ptima en la valoracién topografica del dafio
tisular inducido por diferentes protocolos de preservacion.

Abstract

Introduction: The aim of this study is to analyze the effect of simple crystalloid solutions (saline and Ringer
lactate solution) and an organ preservation solution (Celsior) on murine intestinal ileal mucosa by scanning
electron microscopy after hypothermic preservation.

Material and Methods: The intestinal segments of ileum from CD1 mice were intravascularly and intraluminally
flushed with 3 different preservation solutions. The used solutions were the simple crystalloid solution normal
saline -group 2- and Lactated Ringer (LR) -group 3-. As organ preservation solution, the solution Celsior -group
4- was used. The segments were stored for 14 hours at 4 ° C with the same solution used for perfusion. The
samples were processed using standard protocols for scanning electron microscopy.

Results: Our results show that group 2 was characterized by villous and microvilli pattern similar to the control
group (group 1). The group 3 showed focal lesions characterized by missing epithelium at the apex level and
the exposure of the connective-vascular axis of the villi. Finally, group 4 presented a disrupted villous pattern
with extensive subepithelial clefts as well as complete denuded villi.

Discussion: This study shows that simple crystalloid solutions administered via vascular and intraluminal main-
tain morphological integrity of the intestinal mucosa after hypothermic preservation. In addition, scanning
electron microscopy is an optimal methodology to evaluate the topographical tissue damage induced by va-
rious preservation protocols.
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INTRODUCCION

El trasplante intestinal pediatrico, a pesar de no haber tenido
una evolucion paralela ala de otros trasplantes de érganos sélidos,
se ha convertido en una realidad en las dos Ultimas décadas
gracias al desarrollo de nuevas técnicas quirurgicas y diferentes
formas de injertos intestinales, asi como a la aparicién de algunos
inmunosupresores, y la evolucion del concepto de fallo intestinal
(1-3). No obstante, la preservacién del intestino continua siendo
inadecuada, suponiendo un reto debido a la naturaleza hueca del
mismo, a sus necesidades metabdlicas especiales, a la facilidad
para el desarrollo de edema bajo minimas condiciones de estrés
asi como a su ambiente bacteriano (4-6). En este sentido, y a
diferencia de lo que ocurre con el resto de érganos utilizados
para trasplante, se ha observado un dafio significativo de la pared
intestinal tras 12 horas de isquemia fria. Este dafio se incrementa
durante la fase de la isquemia-reperfusion siendo la responsable
de las complicaciones en el postoperatorio inmediato como la
perforacion, fistulizacion y translocacion bacteriana, pudiendo
contribuir en el rechazo del injerto en el postoperatorio tardio (7).

Para la preservaciéon del intestino delgado se han
desarrollado multiples soluciones, ninguna de las cuales han
sido capaces de mantener la integridad tisular en condiciones
de hipotermia similares a las utilizadas en otro tipo de trasplante
(8). La solucidn mas empleada en la clinica en el momento actual
es la solucién de la Universidad de Wisconsin® (UW), dado que
la mayoria de las extracciones de intestino delgado se llevan a
cabo en donantes multiorganicos y dicha solucidn constituye la
técnica de preservacion estandar para dicho tipo de trasplante
(9-14). Existen otras soluciones de preservacién (soluciéon de
Eurocollins, solucion de Bretschneider o Custodiol, solucién IGL-
1) aunque ninguna de ellas muestra resultados consistentes (15-
17). Estudios experimentales han demostrado que la solucién de
preservacion fria Celsior® (CL) es tan efectiva como UW para la
preservacion de rifiones. Dicha solucidon ha sido utilizada para la
preservacion de injertos intestinales en animales, obteniéndose
un mejor resultado en la recuperacion tras la isquemia en cuanto
a integridad estructural y funcional de la mucosa intestinal, que
en el grupo de UW (18).

En los Ultimos afios algunos autores proponen la utilizacion
conjunta de la perfusién vascular y luminal del intestino (5-7).
El propésito de estos estudios es una mejora en la preservacion
de la mucosa intestinal en relacién a la energética tisular. No
obstante, son escasos los estudios experimentales llevado a cabo
que han tratado de analizar la morfologia del la mucosa intestinal
tras dicho tipo de preservacidn hipotérmica (5). El mantenimiento
de la integridad morfolégica de la mucosa intestinal esta
directamente correlacionado al sustento de los parametros
de actividad metabdlica y funcional que desempefie tras el
trasplante. Asimismo, dicha integridad tisular es primordial para
prevenir la translocacién bacteriana y posibles complicaciones
infecciosas (19).

El objetivo del presente estudio, por tanto, es analizar
la integridad de la mucosa intestinal, desde una perspectiva
morfoldgica, tras su preservacion hipotérmica (fria) con diferentes
soluciones de preservacion mediante el empleo de microscopia
electrénica de barrido (MEB).

MATERIAL Y METODOS
Animales de experimentacion

En nuestro estudio hemos utilizado ratones hembra CD1
(Charles River, Barcelona, Espafia) con un peso de 25-30 g.
Los animales de experimentacion (n=12) fueron sometidos a
dieta absoluta de alimentos sdlidos, permitiéndose solamente
la ingesta de agua, durante 24 horas previas a su intervencion
quirurgica. Los animales fueron manipulados de acuerdo con la
Directiva del Consejo de Comunidades Europeas (86/609/ECC).

Procedimiento quirurgico y obtencion de intestino delgado

Los animales de experimentaciéon fueron anestesiados
con isofluorano procediendo a continuacién a su perfusién
intracardiaca con cada una de las soluciones de preservacion.
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Para ello se canuld el ventriculo izquierdo del animal, inoculando
30 ml de la solucién de preservacién fria mediante una bomba
de inyeccidn, accediendo a la circulacién sistémica del animal.
Tras la perfusion, se accedid a la cavidad abdominal y se localizd
el ciego y la valvula ileocecal, situados en el cuadrante abdominal
inferior izquierdo. Se extirparon 10 cm de ileon (desde valvula
ileocecal hacia ileon proximal) de cada uno de los ratones. Una
vez realizada la diseccion y sobre una placa de Petri, se procedié
a la canulacién del segmento de ileon obtenido por su extremo
proximal. A continuacién el segmento intestinal fue perfundido,
por via intraluminal, con 7-10 ml de la solucién correspondiente
a 49C. Tras el lavado de la luz intestinal y la obtencion de un flujo
continuo de la solucién de preservacion por el extremo distal, se
procedié a la sutura del mismo con seda de 4/0 (Silkam, Braun
Aesculap, Rubi, Barcelona, Espafia). Posteriormente, se continuo
perfundiendo la solucién evitando la sobredistension del segmento
intestinal y se procedid a la sutura del extremo proximal (Figura
1A). Los segmentos intestinales perfundidos de forma vascular e
intraluminal fueron introducidos en frascos universales de cultivo
(25 ml) rellenos de la misma solucion de preservacion utilizada.
Los segmentos intestinales de ileon fueron almacenados en estas
condiciones durante 14 h a 42 C (Figura 1B).

Figura 1. Almacenamiento de los fragmentos de ileon. (A)
Segmento intestinal con ambos cabos cerrados conteniendo la
solucién de preservacion en el espacio intraluminal. (B) Tubos de
almacenamiento de las muestras de los grupos 2, 3 y 4, conteniendo
los segmentos intestinales y la solucion de preservacion.
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Soluciones de preservacion empleadas

Las soluciones de preservacion empleadas han sido el
suero Fisiolégico Mein (Fresenius Kabi, Barcelona, Espaia), el
Apiroserum Ringer Lactato (Fresenius Kabi, Barcelona, Espafia)
y la solucién Celsior (Genzyme Corporation, Cambridge, Mass,
EEUU). En la Tabla 1 se observa la composicién de las soluciones
previamente mencionadas.

SOLUCION | RINGER |CELSIOR
SALINA LACTATO
0.9%

K *(mmol/l) - 4 15
Na *(mmol/I) 154 130 100
Mg 2* (mmol/I) - - 13
Ca #(mmol/l) - 0.75 0.25

Cl - (mmol/I) 154 109 -
HCO? (mmol/I) - B .

Glucosa - - -

Manitol - - 60
Osmolaridad 308 272 360
(mOsm/kg)

pH (259) 55 6 73

Tabla 1: Composicion de las soluciones de preservacion.

Grupos experimentales

Los ratones CD1 fueron clasificados en 4 grupos
experimentales. Todos los grupos fueron perfundidos
vascularmente con una solucién de preservacién y a continuacién
se procedio a la infusion intraluminal de la misma, a excepcidn del
grupo control, de la siguiente forma:

Grupo 1: no vascular/ no intraluminal
Grupo 2: solucidn salina (SS)

Grupo 3: solucidn de Ringer-Lactato (RL)
Grupo 4: solucidn de Celsior (Celsior)

Microscopia electrénica de barrido

Tras 14 horas de preservacion hipotérmica con las distintas
soluciones de preservacion, se procedid al procesamiento de las
muestras para microscopia electrénica de barrido (MEB)(20).
Para ello, se aislaron pequeos segmentos de ileon (0.4 x 0.4 nm)
procediendo a su fijacién inmediata con 2.5 % de glutaraldehido
grado ME (Sigma-Aldrich, Barcelona, Espafia) en tampdn fosfato
0.1M, pH 7.2 a 49C durante 24 horas. Tras la fijacidn, se procedio
al lavado de las muestras (3 veces, 10 min) con tampédn fosfato
0.1M, pH 7.2. A continuacion, las muestras fueron deshidratadas
con concentraciones de alcohol etilico crecientes y desecadas
mediante la técnica del punto critico utilizando CO, (Balzers CPD30,
Bal-Tec AG, Liechtenstein). Posteriormente, las muestras fueron
montadas sobre portamuestras de Al, utilizando planchas de
grafito autoadhesivas de 12 mm de diametro (EMS, Hatfield, USA).
Finalmente, se procedid a la metalizacion de las muestras mediante
Au/Pd utilizando un metalizador Quorum SC7620 (Quorum
Technologies Ltd, Kent, UK). Las muestras fueron observadas en
modo convencional utilizando un microscopio electrénico de
barrido Phillips XL 30 (FEI, Eindhoven, Holanda) a 15 kV.
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RESULTADOS

En la figura 2 se muestra la superficie de la mucosa
intestinal del ileon distal de ratones CD1 controles observados
mediante MEB. La superficie muestra una imagen ortotipica
caracterizada por un patron vellositario digitiforme con
vellosidades intactas en sus vértices, ausencia de exudados
epiteliales y patrén microvellositario conservado. En las figuras
3, 4 y 5 se muestra el efecto de las distintas soluciones de
preservacion sobre la superficie intestinal. Tras 14 horas de
almacenamiento hipotérmico a 42 C, el grupo 2 se caracterizd
por mostrar un patrén vellositario similar al grupo control (Figura
3A). No obstante, es posible observar un aumento de la pérdida
de células en el vértice de las vellosidades intestinales (Figura
3B). Las células epiteliales se caracterizan por mostrar un patrén
microvellositario normal (Figura 3C).

Figura 2. Microscopia electrénica de barrido de ileon de raton
control. (A) Imagen ortotipica del patrdn digitiforme vellositario.
(B) Enterocitos bien delimitados conformando el epitelio
vellositario con ausencia de exudados epiteliales y patron
microvellositario conservado.

El grupo 3 se caracterizd por mostrar un patrén vellositario
conservado de manera no uniforme con mayor definicion
de los enterocitos y apreciacion de las criptas de Lieberkihn
(Figura 4A) hallando algunos grupos de vellosidades con pérdida
de células epiteliales, sobre todo en la region apical (Figura
4B) con el eje conjuntivo-vascular preservado y apareciendo
hendiduras subepiteliales de moderada amplitud (Figura 4C); los
enterocitos mostraban un patréon microvellositario compacto y
uniforme (Figura 4D). El grupo 4 presenta un patrén vellositario
desestructurado con extensas zonas de pérdida casi total del
eje longitudinal (tanto eje conectivo como epitelial) (Figura 5A).

Preservacion hipotérmica del intestino delgado
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Aparecen claramente unos espacios cavernosos amplios entre
las vellosidades desestructuradas que corresponden con las
criptas de Lieberkiihn, expuestas por la pérdida del suelo epitelial
y exposicion de la ldamina propia (Figura 5B). Asimismo, en las
vellosidades conservadas es posible observar una separaciéon
subepitelial extensa, asi como destruccién de células enterociticas
y exposicién del eje conjuntivo (Figura 5Cy 5D).

Figura 3. Microscopia electronica de barrido de ileon de ratén
preservado con la solucidn salina 0.9% durante 14 horas a 42 C.
(A) Patron vellositario ortotipico. (B) Recambio celular a nivel del
vértice vellositario. (C) Patron microvellositario normal.
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Figura 4. Microscopia electrénica de barrido de ileon de raton
preservado con la solucion de Ringer-Lactato durante 14 horas a
49 C. (A) Patrén vellositario conservado de manera no uniforme.
(B) Pérdida de enterocitos en la region apical vellositaria. (C)
Hendidura subepitelial de moderada amplitud. (D) Patron
microvellositario compacto y uniforme.

Figura 5. Microscopia electrénica de barrido de ileon de raton
preservado con la solucidn de Celsior durante 14 horas a 4° C. (A)
Patron vellositario desestructurado con pérdida del eje conjuntivo
y revestimiento epitelial. (B) Espacios cavernosos amplios entre
las vellosidades desestructuradas que se corresponden con las
criptas de Lieberkiihn. (C) Hendidura subepitelial amplia. (D)
Pérdida epitelial y exposicion del eje conjuntivo vellositario.

DISCUSION

En este estudio se ha analizado la integridad de la mucosa
del ileon intestinal tras un proceso de isquemia fria como
consecuencia de su almacenamiento hipotérmico en diferentes
soluciones de preservacion. La integridad de la mucosa ha
sido evaluada desde una perspectiva morfoldgica utilizando
microscopia electrdénica de barrido.

El intestino delgado es un drgano peculiar con multiples
funciones entre las que se encuentran la de barrera protectora,
asi como una funcién de absorcién y digestion, siendo la mucosa
intestinal (enterocitos, microvilli, uniones intercelulares y criptas
de Lieberkiihn) la responsable de llevar a cabo esta funcién. En el
proceso de preservacion, la hipoperfusion e isquemia producidos
por la hipotermia son los principales responsables de la alteracion
del complejo funcional constituido por los constituyentes de la
mucosa intestinal (8-21). Por este motivo, el desarrollo de nuevas
soluciones de preservacion con el objetivo de minimizar las
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lesiones de la mucosa intestinal inducidas por el almacenamiento
hipotérmico (isquemia fria) y que faciliten la regeneracién de la
barrera epitelial constituye un area de gran interés.

Los protocolos de preservacién actuales utilizando la
solucion estandar UW son adecuados pero probablemente
subdptimos para la preservacion intestinal. Asimismo, ninguna
de las soluciones existentes (solucién de Eurocollins, solucién
de Bretschneider o Custodiol, solucion IGL-1) han demostrado
su completa efectividad en la disminucion de las lesiones
anteriormente comentadas tras 6-10 h de almacenamiento
en frio (15-17). En este sentido, estudios iniciales mostraron
resultados morfolégicos e histoldgicos equivalentes tras el
empleo de soluciones cristaloides simples y complejas (17-
19,21,22). De acuerdo a estos estudios, en el presente estudio
hemos utilizado dos soluciones cristaloides simples como el
suero salino (SS) y la solucién de Ringer-Lactato (RL), ambas de
amplio uso hospitalario y bajo coste econdmico. Por otra parte, el
empleo de la solucién Celsior en el presente estudio se basa en el
hecho de que diferentes autores han mostrado buenos resultados
en preservacién cardiaca, pulmonar, hepatica, pancreatica y
recientemente en intestino delgado (21). Algunos estudios
ponen de relieve la no existencia de diferencias histoldgicas
en el empleo de Celsior y UW tras perfusion vascular y 24 h de
almacenamiento en frio (23-24). Esta solucidn ofrece diferentes
ventajas como es su composiciéon con un contenido en potasio
bajo, utilizar la histidina como tampdn, la presencia de glutation
como scavenger de radicales libres, manitol como monosacarido
impermeable, ademas de su baja viscosidad en comparacién con
la solucion UW (25).

Una caracteristica distintiva del intestino es el componente
intraluminal en comparacién al resto de los d&rganos
parenquimatosos en los cuales sélo se describe un componente
intracelular (extravascular) y extracelular (intravascular). El
componente intraluminal tiene una osmolaridad variable, una
composicion compleja y potencialmente estd contaminado con
bacterias. Ademas, como hemos mencionado anteriormente,
esta revestido por un complejo estructural y funcional muy
susceptible a la isquemia. En este sentido, tras varios minutos
de isquemia aparece un edema subepitelial que puede originar
una ruptura de la mucosa (19). Por ello el mantenimiento de
la integridad estructural del complejo funcional del intestino
delgado - mucosa intestinal - conduce al éxito de la preservacién
del injerto, y por tanto del trasplante intestinal.

La lesidn intestinal inducida por la preservacion hipotérmica
consiste en la aparicion de un edema subepitelial (espacio de
Gruénhagen) progresivo que se extiende hacia la submucosa.
Dicho edema se origina a partir del intersticio de la pared
intestinal y, fundamentalmente, desde el componente luminal
como consecuencia de la entrada de agua y electrolitos desde la
luz hacia la pared intestinal. Con el objetivo de evitar esta ultima,
un grupo de investigacién de la Universidad de Alberta propuso
la perfusidn intraluminal de la solucién de preservacién con el
objetivo de minimizar dicho edema (8, 15). Diversos autores han
mostrado y confirmado una disminucidn de la lesion a nivel de la
mucosa intestinal tras la infusién luminal de diferentes soluciones
de preservacion (19,24,26,27).

La mayoria de estos estudios han tratado de valorar
el estado energético de la mucosa intestinal asi como su
capacidad funcional de absorciéon, siendo muy escaso
aquellos estudios que han tratado de valorar la integridad
de la mucosa desde una perspectiva estructural. En este
sentido, recientemente se ha descrito la des-localizacidon
y degradacién de ZO-1 y claudina-3 a nivel de las uniones
estrechas de enterocitos tras la infusién vascular y luminal de
diferentes soluciones de preservacion (19). Nuestro estudio ha
permitido valorar, mediante el empleo de MEB, el efecto de
las soluciones SS, RL y Celsior infundidas de forma vascular y
intraluminal sobre la integridad de la mucosa intestinal. Los
resultados muestran que los segmentos intestinales de ileon
almacenados en solucion salina durante 14 h a 42C presentan
una superficie intestinal semejante al grupo control. Por el
contrario, los segmentos almacenados en la solucién Celsior
mostraron una superficie intestinal desestructurada, con
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pérdida del patrén vellositario, pérdida del recubrimiento
epitelial y exposicién de la lamina propia de la mucosa. La
preservacion hipotérmica en RL mostré un patrén intermedio
entre el obtenido con la solucién SS y Celsior. Hasta nuestro
conocimiento, este constituye el primer trabajo que ha tratado
de valorar la integridad de la mucosa intestinal mediante MEB
tras la perfusion de soluciones de preservacion por via vascular
y luminal. La mayoria de los estudios han evaluado las lesiones
inducidas por el almacenamiento en frio mediante técnicas
histolégicas convencionales (8,15,19,26-27). A diferencia de
dicha metodologia, el empleo de MEB ha permitido obtener
informacion de extensas zonas topograficas de la superficie
intestinal. En este sentido, nuestros resultados han confirmado
que las lesiones de la mucosa ocurren de forma focal y no
de manera uniforme a lo largo de los segmentos de ileon
analizados (28-29). La eleccidn de realizar el presente estudio
a nivel del ileon radica en el hecho de que ha sido demostrado
gue no existe diferencias en la susceptibilidad de lesion entre
los injertos de yeyuno e ileon tras 24 h de isquemia fria (29)
siendo mas confortable la seleccién de este ultimo por su
facilidad técnica y quirdrgica.

Por otra parte, estd bien documentado que las lesiones
estructurales del intestino delgado tras isquemia ocurren
de una forma esterotipada. Park et al (30) establece una
clasificacidon histolégica de dichas lesiones la cual ha sido
extensamente utilizada para valorar las lesiones inducidas por
isquemia fria (preservacién hipotérmica). Dicha clasificacion
establece 9 grados ( grado 0: mucosa normal; grado 1: espacio
subepitelial en el vértice de la vellosidad; grado 2: espacio
subepitelial moderado; grado 3: pérdida epitelial a lo largo de
la vellosidad intestinal; grado 4: vellosidad desnuda; grado 5:
pérdida de vellosidades; grado 6: lesion a nivel de las criptas;
grado 7: lesidn que sobrepasa la mucosa; y grado 8: lesién
transmural).

La aplicacién de MEB para valorar las lesiones inducidas
por las diferentes soluciones de preservacion no permite
realizar una estrecha correlacion entre las lesiones observadas
y la clasificacién de Park. Sin embargo, es evidente cierto rango
de compatibilidad. En nuestra opinion MEB permite valorar
hasta el grado 5 (pérdida de vellosidades) de la clasificacién de
Park. En este sentido los hallazgos microscépicos analizados
en el grupo experimental 2 (SS) son compatibles con el grado
0 (mucosa normal con patréon vellositario ortotipico), no
siendo posible descartar el grado 1 (espacio subpitelial). En
relacion al grupo experimental 3 (RL) los resultados mostrados
(vértices de las vellosidades desestructurados con pérdida
epitelial parcial y aumento de la hendidura subepitelial)
son compatibles con un grado 2. En nuestra opinion estos
resultados son compatibles con la descripcidn del espacio de
Gruénhagen, uno de los cambios histolégico mas tempranos
que acontecen tras la isquemia fria como consecuencia de
la entrada de agua y electrolitos en el espacio intercelular
originando alteraciones en la propiedades adhesivas de las
células epiteliales que revisten la vellosidad. Finalmente, los
resultados microscopicos del grupo experimental 4 (Celsior)
son compatibles con un grado 5 (pérdida de vellosidades) de la
clasificaciéon de Park.

CONCLUSIONES

En conclusion, nuestros resultados ponen de relieve que la
microscopia electrénica de barrido permite valorar el efecto de
la isquemia fria sobre la mucosa intestinal tras su conservacion
hipotérmica con diferentes soluciones de preservacion.
Nuestros resultados demuestran que algunas soluciones simples
cristaloides como la solucion salina (SS) son efectivas en el
mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal durante su
preservacion hipotérmica tras su infusién vascular e intraluminal
en comparacion con soluciones de preservacién complejas.

Este estudio presenta ciertas limitaciones. En primer
lugar, el numero y tipo de soluciones empleadas. El nimero de
soluciones es escaso y es necesario el empleo de otras soluciones
de preservacion como la solucién de Wisconsin -gold standard-.
En segundo lugar, el reducido nimero de animales y grupos
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experimentales utilizados. Ambas limitaciones hace necesaria
la precaucion en la interpretacion de los resultados. A pesar de
estas limitaciones, nuestro estudio contribuye a la necesidad
de replantear nuevos estudios en el disefio y mejora de nuevas
soluciones de preservacidon que cumplan los requerimientos de
la infusidn intraluminal en la preservacidn del intestino delgado
y posterior éxito del trasplante. El empleo y modificacién de
soluciones de amplio uso hospitalario (SS y RL) pueden constituir,
en nuestra opinidn, en excelente punto de partida. Finalmente,
hasta donde sabemos, es pionero en la utilizacién de la MEB en la
valoracidn topografica del dafio tisular inducida por la isquemia fria.
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