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Resumen

La criocirugia, modalidad efectiva de tratamiento médi-
co, es una técnica quirurgica que emplea la congelacién
a temperaturas criogénicas para destruir tejidos biologi-
cos no deseados. El objetivo de la criocirugia es congelar
un determinado volumen tisular (para maximizar la des-
truccién celular) en una region predefinida y provocar
necrosis sin dafio significativo del tejido sano periférico.
Las bases de la criocirugia son: "una rdpida congelacion,
una lenta y completa descongelacion, y repeticion de los
ciclos de congelacién-descongelacion’. Para explicar el
dario en una criolesion se han propuesto muchos meca-
nismos de injuria inducidos por la congelacion. Los me-
canismos son: (a) lesion celular directa, (b) lesion vascu-
lar, (c) apoptosis y (d) lesion inmunolégica. La lesion que
resulta de la criocirugia es compleja; por lo tanto, para
controlar el resultado de este procedimiento es necesario
comprender los mecanismos de dafio en criocirugia.
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Mechanisms of Tissue Injury in
Cryosurgery

Summary

Cryosurgery, an effective medical treatment modality, is
a surgical technique that employs freezing at cryogenic
temperatures to destroy undesirable biological tissue.
The goal of cryosurgery is to freeze a specified volume of
tissue (to maximize cell destruction) within a predefined
target region, resulting in necrosis without significant
damage to the surrounding healthy tissues. Factors that
facilitate this are: rapid freezing, slow and complete tha-
wing, and repetition of the freeze—thaw cycle. To explain
the injury within a cryolesion, many freezing induced in-
jury mechanisms have been proposed. These mecha-
nisms are 1) direct cell injury, 2) vascular injury, 3) cellu-
lar apoptosis, and 4) immunologic injury. The injury that
results from cryosurgery is complex; therefore, to control
the outcome of cryosurgery it is necessary to understand
the mechanisms of damage in cryosurgery.
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La aplicacién del frio para tratar diferentes pato-
logias es un método tan antiguo como la propia me-
dicina de Hipécrates, que recomendaba la aplicacién
local del frio para reducir la inflamacion, o de Gale-
no, quien descubre las propiedades analgésicas loca-
les del frio para disminuir la sensacién dolorosa.

El conocimiento tedrico, experimental y clinico,
proporciona evidencia de los buenos resultados ob-
tenidos con este método y esta haciendo posible tra-
tar con éxito una amplia gama de patologias (be-
nignas, premalignas y malignas) en diferentes espe-
cialidades médicas, sola o combinada con técnicas
quirurgicas convencionales. Las dreas tratadas in-
cluyen piel, estémago, higado, hueso, aparato respi-
ratorio, mama, patologia ocular, regién genitouri-
naria y ano rectal, entre otras.?

En la era moderna de la criocirugia se fijaron las
bases de la técnica, estableciendo una "rapida conge-
lacién", una "lenta y completa descongelacién" y la
"repeticién del ciclo congelacién-descongelacién".**

La lesién que resulta de la criocirugia, al ser com-
pleja, es tema de varias investigaciones. Asi, para
obtener un adecuado resultado con este procedi-
miento es necesario comprender los mecanismos de
injuria en criocirugia. La respuesta tisular a la apli-
cacién local de un criégeno varia con la intensidad
de la lesién inducida por frio. Una lesién criogénica
leve produce una respuesta tisular inflamatoria; pe-
ro ante una lesion criogénica de mayor intensidad
se produce necrosis tisular, requisito primario para
la destruccién de una neoplasia.®

La crionecrosis (criolesién), respuesta celular a la
congelacién tisular localizada, es un proceso multi-
factorial ocasionado por diversos mecanismos:**’ 1)
inmediato, celular o directo; 2) tardio o vascular; 3)
apoptosis celular y 4) inmunoldgico.

1. Lesion Celular Directa. Cuando la temperatu-
ra tisular desciende a rango de hipotermia leve (de
0°C a -52C), el efecto producido en la célula es rever-
sible, ya que los sistemas bioldgicos no se congelan
por la alta concentracion de sustancias diluidas, pe-
ro si pueden dafarse (ej.: melanocitos).”® Si llega a
rangos mayores (de -62C a -202C) se inicia la forma-
cién de hielo en el liquido extracelular (EC).° con en-
friamiento pero sin congelacién de la célula y su con-
tenido, por la accién protectora de la membrana ce-
lular.”® Cuando disminuye mas la temperatura (> -
302C) y se inicia la formacién de cristales de hielo
intracelular, el proceso se torna irreversible (= -40°C)
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con la consecuente muerte celular.

Cuando el agua se transforma a hielo ("fase de
transicion"), posee la propiedad de expandirse, de
rechazar solutos (aumenta su concentracién) y pro-
teinas." El aumento de la concentracién de solutos
produce: a) disminucién del punto de congelacién
de la solucién restante no congelada; b) gradiente
de presién osmoética a través de la membrana celu-
lar; ) aumento de precipitacién y desnaturalizaciéon
de proteinas; d) disminucion del pH, que acelera la
oxidacion lipidica y la desnaturalizacion proteica; y
e) disminucién de la estabilidad de las grasas.'***

En 1956, Meryman* describe el efecto de la des-
truccién celular como consecuencia de la alteracién
del estado fisico del agua que, de estar en una fase
liquida (biolégicamente inactiva), se transforma a
sélida, con formacion de cristales de hielo y modifi-
cacion de la concentracién de electrolitos. Asi, el da-
no celular, con alteracién de la funcién, del metabo-
lismo y de la estructura, comienza cuando la tempe-
ratura declina dentro del rango hipotérmico por la
rapida transferencia de calor producida tras la apli-
cacidén local de un criégeno.*** Esta fase de transfor-
macioén, de liquido a sélido, ocasiona el denomina-
do "shock térmico celular".

Este shock térmico determina 2 eventos diferen-
tes de muerte celular segun la velocidad de congela-
cion, lenta o rdapida, aplicada durante un procedi-
miento crioquirurgico.

A) Velocidad de congelacién lenta.

A velocidad de congelacién lenta, hay formacién
de cristales de hielo en el liquido EC y aumento de la
concentracién de electrolitos (solutos). Este aumento
crea un ambiente hiperténico extracelular que pro-
duce un potencial osmoético por el cual las células
comienzan a liberar agua hacia el EC y, junto a las
organelas, se deshidratan y disminuyen de tamafio.
A su vez, hay aumento de la concentracién de elec-
trolitos intracelulares, disminucién de la temperatu-
ra celular, dafio de las membranas celulares y de las
organelas.***"

Mientras los cristales de hielo se forman en el EC,
los electrolitos aumentan paulatinamente, llegando
a concentraciones letales para la célula. Este meca-
nismo de dafio (altas concentraciones de electroli-
tos) se denomina "dario de soluto" o "efecto soluto".’

Meryman '® propone la hipétesis de "volumen mi-
nimo". Describe que la lenta congelacién resulta en
lesién celular por la disminucién del volumen celu-
lar mas alld de un volumen critico. Mientras la célu-
la reduce su tamario en respuesta al aumento de la
osmolalidad EC, la condensacién del contenido au-
menta la resistencia para que se achique mas. Esta
condensacién produce una diferencia de presion hi-
drostatica a través de la membrana celular, incu-
rriendo en dafo de la membrana. Con el tiempo, el
encogimiento celular alcanza un maximo, aunque
la concentracién EC continie aumentando. Esto for-
ma un gradiente de concentracién entre ambos lados
y llega un punto en el tiempo cuando el gradiente de
concentracion es significativo y permite que los solu-
tos del liquido EC pasen a la célula, generando una

fuerza mecdnica que dana y destruye las células.”

El efecto deletéreo de la deshidratacién y alta
concentracién de electrolitos no siempre es letal pa-
ra las células; pero, si el efecto soluto se mantiene en
el tiempo, la célula muere.”

Mazur y col,” en su teoria de "Fracciéon No Con-
gelada", demuestra que durante lentas congelacio-
nes la supervivencia celular es mas dependiente de
la magnitud de la fraccién no congelada de la solu-
cién, que de la concentracién de solutos en el extra-
celular.

El efecto soluto y la disminucién de temperatura
celular causan disminucién del pH celular, disminu-
cién de reacciones enzimaticas ATP dependientes
(son temperatura dependientes), interferencia de
procesos bioquimicos, disminucién del metabolismo
y desestabilizacion de la membrana celular.**+'1>*!
Estos factores ocasionan el denominado "shock qui-
mico celular".

El aumento de la concentracién de solutos y la
deshidratacion dana y debilita el complejo lipido-
proteina de la membrana, y aumenta la pérdida de
lipidos y fosfolipidos.” La disminucién del metabo-
lismo es provocado, por las alteraciones enzimdticas
y por la disminucién de la temperatura. Por cada 1°
C que disminuye localmente la temperatura, dismi-
nuye el metabolismo tisular aproximadamente un
10-15%.%2

Un mecanismo adicional de dafio celular es la "interac-
cién mecdnica entre el hielo y la célula". En esta interaccién
el hielo EC rechaza y comprime las células atrapadas en el
espacio entre los cristales de hielo. Esto origina contacto e in-
teraccion entre el hielo y la bicapa lipidica (letal), y fuerzas
mecanicas de cizallamiento que destruye la célula.®* Este
ultimo mecanismo ocasiona el "shock mecdnico celular”.

La injuria ocasionada por el shock térmico, qui-
mico y mecdnico, produce alteracién de los lipidos y
de las proteinas de la membrana y de la célula (Fi-
gura 1).

La membrana plasmatica, limite DEL comparti-
miento intracelular y extracelular que controla en
forma selectiva el ingreso y egreso de diversas sustan-
cias, es una barrera para la nucleacién de hielo y la
formacién de cristales de hielo a temperaturas meno-
res de -7° C a -10° C.** Las proteinas de la estructura
de bicapa lipidica incluyen, entre otras, moléculas de
sefializacion, canales iénicos y receptores.* El citoes-
queleto depende de uniones quimicas entre las pro-
teinas de membrana y la estructura celular.*

A temperaturas fisiolégicas, la bicapa lipidica
tiene un estado fluido, pero por la accién de la baja
temperatura y la consecuente menor energia libre
termodinamica, los lipidos de membrana se reorga-
nizan y pasan a una fase de gel (semisélido). Este
proceso de "fase de transicién de lipidos", al dismi-
nuir la estabilidad de los lipidos, altera la estructura
de la membrana, provocando separaciéon de com-
plejos lipidos-proteinas y defectos entre las proteinas
y la bicapa lipidica. Asi, la membrana se vuelve
mas permeable, altera la actividad de transportado-
res y enzimas asociados a membrana, y permite un
flujo de electrolitos en forma descontrolada 4.
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Figura 1. Diagrama del mecanismo de lasion inmediato, celular o directo.
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Los proceso de vida son reacciones quimicas de
temperatura dependiente. La accién de la baja tem-
peratura altera y disminuye la funcién de las protei-
nas de membrana (bomba de sodio, canales de so-
dio-calcio, etc.) y su capacidad de controlar el volu-
men intracelular. Desorganiza también las uniones
quimicas de las proteinas entre si y de las proteinas
de membrana con la estructura del citoesqueleto. Es-
tas uniones quimicas, estables a temperatura fisiol6-
gica, se tornan inactivas, inestables y débiles a baja
temperatura; resultado en una alteracién de la for-
ma de la proteina, que la hace susceptible al dafio
mecdnico e incapaz de interactuar con otras.**

Las proteinas, al perder su estabilidad, se desna-
turalizan. La "desnaturalizacién" es el proceso por el
cual una proteina es transformada desde una forma
nativa u ordenada a un estado menos ordenado de-
bido a la reestructuracién de las uniones de hidrége-
no (estructura secundaria), sin cambios en las unio-
nes covalentes (estructura primaria).* Desde la ter-
modindmica, la desnaturalizaciéon es vista como la
condicién cuando suficiente energia es transferida a
una proteina nativa de forma tal que altera su es-
tructura molecular.® La pérdida de la estructura na-
tiva hace que la proteina sea incapaz de llevar a ca-
bo sus funciones especificas.'*

La desnaturalizacién proteica, durante la conge-
lacién, es leve a temperaturas de -20° C y masiva a
-80¢ C.* Sus principales causas son la deshidrata-
cién, exposicion de solutos crio-concentrados cuan-
do el agua se cristaliza y la disminucién de la tem-
peratura.*

B) Velocidad de congelacion rapida.

El segundo evento del shock térmico que se pre-

senta con velocidades de congelacién rapida es la
"formacion de hielo intracelular" (FHI). A mayor ve-
locidad de congelacién y menor temperatura logra-
da, mayor formacién (nucleacién) de hielo intrace-
lular y mas rapida la destruccién celular (shock tér-
mico y mecdnico),” porque el agua no tiene el tiem-
po suficiente como para salir de la célula ni para
realizar equilibrio osmético con el medio EC, pues la
difusion termal es mucho mas rapida que la difu-
sién de masa.**"*

Cuando disminuye la temperatura (= -40°¢ C) la
solucién intracelular (IC) se torna termodindmica-
mente inestable e inicia la formacién de hielo intra-
celular (evento terminal, irreversible y letal).'*'* Los
cristales de hielo, por expansién de volumen, rom-
pen las organelas y la membrana celular.”” También
hay efecto soluto secundario a la FHI.**"

La FHI en una célula dentro de un tejido, y no en
células en suspensién, proviene de la combinacién
de diferentes procesos:**?*

1- Cuando se mantiene una temperatura de con-
gelacion constante en el tiempo, a velocidades de
congelacién lenta. El estrés osmético que se desarro-
lla con estas velocidades determina una ruptura en
la membrana plasmatica y permite que el hielo ex-
tracelular se propague hacia el citoplasma.

2- Por FHI independiente o espontdnea, cuando
se aplica una velocidad de congelacién rapida. Co-
mo resultado de la nucleacién dentro de la célula,
catalizada por la membrana plasmadtica o por par-
ticulas intracelulares.

3- Por propagaciéon de hielo "intercelular", de-
pendiente de la presencia de hielo intracelular en
las células vecinas. El hielo presente en una célula
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sometida a congelacion directa es suficiente para
causar la formacién de hielo en todas las células
que se conectan entre si, y que no han sido someti-
das a congelacién directa. Este proceso se denomina
"estimulo de iniciaciéon".** La propagacién de hie-
lo intercelular puede ser mediada por:** (a) Enzi-
mas lisosomales liberadas a partir de una célula cu-
ya membrana estd rota por la accién de los crista-
les intracelulares. Las enzimas rompen membranas
de células sanas y permiten nueva formacién de
cristales de hielo en éstas. (b) Uniones "GAP" activas
en la interaccién célula-célula. (c) Otros canales in-
tercelulares. La propagacién de hielo intercelular es
el modo dominante de FHI en rapidas congelacio-
nes tisulares y el contacto célula-célula aumenta la
velocidad de FHI.*

La lesidn celular por accidn de diferentes veloci-
dades de congelacién resulta en una curva con for-
ma de "U" invertida de supervivencia celular vs ve-
locidad de congelacién. La viabilidad celular es ba-
ja a velocidades de congelaciéon extremadamente
lenta y rapida, y aumenta la viabilidad a velocida-
des de congelacién intermedias. La velocidad de
congelacién 6ptima es funcién de la permeabilidad
de membrana y de la superficie celular, y varia en-
tre los diferentes tipos celulares.®

Otro proceso que dafia las células, basado en la
morfologia de los cristales de hielo, es la recristaliza-
cion. Cuando el hielo se forma en el IC durante la
rapida congelacién, se forman varios sitios de nu-
cleacién, y la célula congelada esta llena de nume-
rosos y diminutos cristales de hielo. No hay tiempo
suficiente durante esta congelaciéon para el creci-
miento de los cristales." La recristalizacién es el pro-
ceso por el cual, y durante la lenta descongelacién, pe-
querios cristales de hielo con alta energia de superfi-
cie se derriten y se unen entre si para formar un cris-
tal mas grande, con menor energia de superficie.’
Los grandes cristales son mas agresivos porque diso-
cian la membrana celular y rompen la estructura
macroscopica tisular.*’ Su acciéon es mas notoria a
temperaturas mayores de -40° C, especialmente en-
tre -202 Cy -25° C; y en tejidos con células muy com-
primidas.’

La descongelacion lenta y espontdnea maximiza-
ra la recristalizacion y el dafio mecdnico, y aumen-
tara la destruccién celular. Mientras se derriten los
cristales de hielo, la solucién EC permanece levemen-
te hipoténica, motivo por el cual el agua ingresa a la
célula dariada y aumenta de volumen, produciendo
ruptura de membrana o estallido celular.***

La recristalizacion, que aumenta ain mas la con-
centracion de los electrolitos IC, permite que las orga-
nelas culminen con su ruptura previamente inicia-
da. Con esta ultima se liberan proteasas lisosomales
que provocan otros dos procesos letales para las célu-
las:* 1) las enzimas rompen las uniones de los pépti-
dos, disgregando las proteinas, y 2) los péptidos libe-
rados alteran la tensién osmética IC. Por cada unién
peptidica rota, una molécula de agua (inestable por
la accién del frio) se rompe y sus componentes se
unen al aminodcido. Esto disminuye la concentra-

cién IC de agua y aumenta la de electrolitos.

Después de la completa descongelacién, el tejido
previamente congelado permanece hipotérmico du-
rante varios minutos, y el tejido dafiado esta sujeto a
deterioro metabdlico continuo durante este tiempo.*

La velocidad de descongelacién también influye
en el grado de injuria, donde largos periodos de des-
congelacién se asocian a una mayor lesién por acu-
mulacién de electrolitos IC. Ademads, la repeticiéon
del ciclo de congelacién-descongelacién produce
mayor destruccion.” Cuando la descongelacién es
rapida, algunas células pueden seguir siendo hiper-
ténicas a temperatura corporal e induce dafio meta-
bélico adicional.*

2. Efecto Vascular. La estasis vascular, princi-
palmente a nivel de la micro circulacion (sitio de en-
trega de oxigeno y nutrientes), es el resultado de una
serie de cambios producidos en la circulacién duran-
te los ciclos de congelacién y descongelacién de un
tratamiento crioquirurgico.** Mientras el tejido se
congela, el efecto en los vasos sanguineos puede os-
cilar desde la interrupcién temporal de la circula-
cion ("estasis transitoria con reperfusion tisular")
hasta una oclusion vascular irreversible ("estasis
permanente") y necrosis tisular. La estasis perma-
nente y la necrosis tisular son consideradas los prin-
cipales mecanismos de lesién en criocirugia.**°

La respuesta inicial de un tejido sometido a ba-
jas temperaturas es la vasoconstriccion y la dismi-
nucién del flujo sanguineo, el cual cesa cuando la
temperatura entra en rangos de congelacién.’ Los
cristales de hielo formados durante la congelacién
de los vasos sanguineos, sitio primario de crecimien-
to de hielo, afectan su contenido (sangre) y su pared
(células endoteliales).

Como en todo proceso de congelacién de solu-
cién acuosa, ésta se expande y rechaza solutos, que
son acumulados en el limite entre la regién congela-
da y no congelada.* Al estar los vasos sanguineos
llenos con una solucién acuosa (sangre), el hielo se
forma y se propaga, siguiendo la direcciéon de los
gradientes de temperatura, por dentro y a lo largo
de los vasos sanguineos, ya que no hay barrera que
impida la propagacién de hielo.**#

La presencia de hielo dentro de la luz vascular
somete a las células endoteliales a una diferencia
de potencial quimico a lo largo de la membrana ce-
lular, ocasionando deshidratacién, aumento de
concentracioén de electrolitos y cambio de la forma
celular.”?

Morfolégicamente, las células endoteliales se
mantienen unidas por:* 1) microtubulos y filamen-
tos de actina, que constituyen el citoesqueleto y
dan la forma celular; 2) unién de células endotelia-
les entre si; 3) adherencias focales mediadas por in-
tegrina, que une las células endoteliales a la matriz
extracelular. Estas proteinas son crio-sensibles vy,
por el efecto de la congelacion, altera sus funciones
y producen: pérdida de adherencia endotelial a la
matriz extracelular, cambios de la forma celular y
separacion de las células endoteliales.” Efectos que
se suman a los dafios producidos por la presencia
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de hielo intravascular.

El cambio de la forma de las células endoteliales
por accién de la deshidratacion determina una alte-
racion en el eje corto y en el espesor celular; mien-
tras que por el dafio de las proteinas (integrina, mi-
crotibulos, actina), hay alteracién del eje largo de
la célula.” Todo lleva a un encogimiento celular,
ruptura de las conexiones célula-célula y separaciéon
de las células endoteliales de la matriz extracelular
(pared del vaso).

Durante la descongelaciéon hay dos efectos adi-
cionales de dafio, que son: la recristalizacién y la va-
sodilatacién. Durante la primera, y por el crecimien-
to de los pequerios cristales, la pared del vaso san-
guineo (ya dafiada) se expande y, al superar su ca-
pacidad elastica, produce fragmentacién mecdnica
de las células endoteliales.” Durante la descongela-
cién hay vasodilatacién compensatoria, que deter-
mina hiperperfusién tisular e induce la formacién
de radicales libres de oxigeno, los que causan inju-
ria endotelial por peroxidaciéon de los lipidos de
membrana.”

Durante la fase de vasodilatacién, y por el dano
endotelial ocasionado durante la congelacién (pér-
dida de forma y separacién de células endoteliales),
hay aumento de la permeabilidad de la pared vas-
cular (filtracién de glébulos rojos, de plasma y pro-
teinas al intersticio), edema, adherencia de plaque-
tas al subendotelio, agregacion plaquetaria, libera-
cién de factores plaquetarios que promueven la coa-
gulacién y la inflamacién, reclutamiento de leucoci-

tos (liberan factores que aumentan la reaccién infla-
matoria), estasis vascular, formacién de micro-trom-
bos (no afectados por heparina) y oclusién vascu-
lar.**7*#% La disminucién de la temperatura, a su
vez, actua directamente sobre las plaquetas, acti-
vando una cascada de eventos que culminan en la
agregacién de plaquetas y obstruccién de los vasos
sanguineos en la regién crio-tratada.*

La hipoxia de las células endoteliales, por reduc-
cién de la perfusion, libera mediadores inflamato-
rios responsables de la adherencia y migracién de
leucocitos en vénulas post-capilares.** Estos leucoci-
tos generan citoquinas (Ej.: TNF-a, IL-1, Factor Nu-
clear kB) que, al actuar directamente en el endotelio,
producen: disminucién de la actividad anticoagu-
lante, aumento de la actividad pro-coagulante y au-
mento de la produccién de otras citoquinas inflama-
torias (IL-8, 6 y PDGF).*

La interaccién de todos estos mecanismos produ-
ce estasis y oclusion vascular (Figura 2). Ambos pri-
van a las células de cualquier oportunidad de super-
vivencia y producirdn lesién isquémica secundaria y
necrosis coagulativa uniforme del tejido, excepto en
la periferia del volumen tisular previamente conge-
lado. Este mecanismo de destrucciéon tisular explica
el por qué las células parecen incluso haber sucum-
bido a la criocirugia en dreas en que los parametros
de congelaciéon normalmente no causarian la muer-
te celular.*” La isquemia presenta 3 insuficiencias
aditivas y diferentes: de oxigeno, de nutrientes y de
remocién de detritus celulares.

Figura 2. Diagrama del mecanismo de Lesion Vascular.
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La isquemia local tiene un efecto beneficioso en
la prdctica clinica y es empleado para controlar el
sangrado de la superficie de un tumor. El dafio pri-
mario en un tumor, luego de una criocirugia, es de-
bido principalmente a la estasis vascular. La pérdi-
da de oxigeno y nutrientes, entre otros, causa dafio
isquémico al tumor y comienza poco después que el
tejido se descongela. Las células tumorales son me-
tabodlicamente muy activas y no sobreviven mucho
tiempo sin aporte sanguineo. Sin vasos sanguineos
cercanos funcionalmente activos también se previe-
ne e impide la invasién, limitando el poder del tu-
mor de metastatizar, ain cuando todas las células
no se mueran.” La criocirugia probablemente es la
primera técnica quirdrgica que ha usado la angio-
nesis para tratar el cancer.*

La repeticion de un ciclo de rapida congelacion y
de lenta descongelacién potencia este dafio, el cual
es directamente proporcional a la intensidad de la
congelacién.™

Las vénulas y los capilares, sitio de mayor dafio
vascular, estan completamente trombosados entre 3
y 4 horas de finalizado el ciclo de congelacion-des-
congelacién. Las arteriolas pueden permanecer per-
meables hasta 24 horas de la finalizacion del ciclo,
ya que la velocidad del flujo sanguineo y la transfe-
rencia de calor son mucho mas altas en éstas, y asi
retrasan la estasis y trombosis.”** La region con esta-
sis vascular permanece necrética a los 3 dias luego
de la congelacién, lo que indica la contribucién del
datio vascular en la necrosis del tejido o tumor.*

3. Apoptosis. Desde el punto de vista molecular
se identifica un tercer mecanismo de muerte celular
asociado con la criocirugia, aditivo al dano celular y
vascular, que es la apoptosis 0 muerte celular regu-
lada por genes, descrito por Kerr y col, en 1972.2*

Los efectores de la apoptosis son un grupo de cis-
tein-proteasas denominadas "caspasas", sintetizadas
como proenzimas inactivas (procaspasas) y activa-
das por clivaje.*** Hay diferentes caspasas (inicia-
doras y ejecutoras), siendo la de mayor interés la
caspasa-3 (ejecutora), porque su activacién deter-
mina dafio celular irreversible y su nivel de expre-
sién es usado para detectar la actividad de la apop-
tosis.

Las células apoptéticas, morfolégicamente se ca-
racterizan por:**** blebbling de membrana plasmati-
ca, condensacién celular y nuclear, agregacién de
cromatina, degradacién del ADN, pérdida de poten-
cial de membrana mitocondrial, dilatacién del reti-
culo endoplasmico, pérdida de contacto con células
vecinas por alteracién de las moléculas de adhesién
de la membrana plasmatica, reorganizacion de
membrana (inversién de fosfolipidos y despliegue de
sefiales fagociticas para macréfagos tisulares), frag-
mentacién celular en cuerpos apoptéticos.

Los factores que estimulan el inicio de la apopto-
sis incluyen:*** fragmentacién y degradacion de
ADN, hipotermia, hipertermia, inflamacién y libe-
racién de citoquinas, hipoxia de células endotelia-
les, isquemia, niveles elevados de calcio, estiramien-
to celular fisico, hiperosmolaridad, aumento de la

permeabilidad de membrana celular, exposiciéon a
superdxido, activacion de receptores de muerte co-
mo el FasL y el TNF-Ra, hormonas, radiacién, dro-
gas antitumorales, mecanismos inmunoldgicos (ej.:
reclutamiento de macréfagos), etc. Muchos de estos
factores estdn presentes durante el procedimiento
crioquirurgico.

Por accién del efecto celular hay aumento de per-
meabilidad de membrana, hiperosmolaridad, au-
mento de concentraciéon de iones (principalmente
calcio), estiramiento celular y, entre otros, desnatu-
ralizacién de proteinas.®® Las organelas afectadas
con mayor importancia en la apoptosis son el reti-
culo endoplasmico (RE) y la mitocondria. El RE, prin-
cipal fuente de procesamiento de proteinas y de al-
macenamiento de calcio intracelular, por accién de
la criocirugia, altera su estructura e impide el correc-
to procesamiento de proteinas y libera grandes can-
tidades de calcio al citoplasma. La mitocondria,
fuente de produccién de energia de la célula, por ac-
cién de la hipotermia, se despolariza y pierde la in-
tegridad de su membrana, que permite la liberacién
al citoplasma del "citocromo C".*' El calcio del RE ac-
tiva la procaspasa 12y el citocromo "C" la procaspa-
sa 9.2 Ambas iniciadoras de la ejecutora caspasa-3.
Yang et al, confirmaron que la apoptosis inducida
por criocirugia estaba asociada con la disrupcién de
la integridad mitocondrial.**

La accidén del efecto vascular determina hipoxia
de células endoteliales y, por liberacién de mediado-
res inflamatorios y adherencia de leucocitos, hay
aumento local de TNF-q, IL (1, 3, 6) y factor nuclear
KB." El factor nuclear kP determina apoptosis de las
células endoteliales a través de la disminucién del
factor antiapoptdtico bcl-2* y aumenta la trascrip-
cién del TNF-a y de las IL-1, 2, 6 y 8. El TNF-q, a tra-
vés del TNF-Ra de membrana, activa la caspasa 8,*
mientras que la activacién del FAS resulta en una
disfunciéon mitocondrial (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efectos determinantes de la apoptosis
crio-inducida.

Efecto Celular: Efecto Vascular:

> 1 Permeabilidad membrana >t Permeabilidad pared vascular
» Hipoxia Células Endoteliales (FN k)
> Liberacion citoquinas inflamatorias
> Activacion de TNF-a Ry Fas-L

> Isquemia celular / tisular

> Hiperosmolaridad

> 1 Concentracion iones (Ca+)
» Estiramiento celular

> Desnaturalizacion proteica
» Liberacion Citocromo "C"

La apoptosis es un importante mecanismo de
muerte celular cuando la temperatura no es lo sufi-
cientemente baja como para destruir las células a
través de ruptura directa por el hielo o por necrosis.
La apoptosis se produce en células que fueron par-
cialmente dafiadas a una temperatura relativamen-
te elevada (ej.: lejos del crio-instrumento),* y se en-
cuentran en la periferia de la lesioén criogénica.
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La induccién de la apoptosis dependiente de
temperatura alcanza su mdaximo nivel a temperatu-
ras de -15° C (rango: -6° C a -362 C).*** El amplio
rango de temperatura se debe a la diferente suscep-
tibilidad de las células sometidas a la accién del frio.
Yang y col * y Hanai y col,* demostraron que las cé-
lulas eran susceptibles de entrar en estado apoptoti-
co a las 8 horas de la finalizacién del ciclo congela-
cién-descongelacion, alcanzando un maximo a las
24 hs.” La apoptosis aumenta la efectividad tera-
péutica de un procedimiento crioquirurgico, sobre
todo "en" y "cerca" de la periferia de la zona conge-
lada.™*

4. Inmunolégico. El principal objetivo de la
criocirugia es la destruccion localizada de un tejido
patolégico determinado. Hay evidencias que mues-
tran que la destruccién celular por accién de la con-
gelacién es acompafiada por formacién de antige-
nos autodlogos del tejido congelado, a través de la li-
beracién de lipoproteinas de la membrana celular
(crioestimulo),” desarrolldndose una respuesta in-
mune (crioinmunoldgica) por parte del huésped, de
tipo humoral y mediada por células.”**

La respuesta inmune, huésped y tisular especifi-
ca (criosensibilidad), comprende uno de los princi-
pales mecanismos de la criodestruccién, y contribu-
ye a la eliminacién y erradicaciéon de lesiones benig-
nas, malignas y, en varios casos, previene las metas-
tasis o sus recurrencias.”*'

La criocirugia puede estimular el sistema inmu-
ne mediante dos mecanismos: la formacién de anti-
cuerpos anti-tumor y la muerte celular mediada por
células "T" citotéxicas (CTL).?*>* En ambos mecanis-
mo participan las células dendriticas (DC), las que
adquieren su forma madura (activa) al ser activadas
por diferentes sefiales.*

Las DC son células presentadoras de antigenos
que se hallan en casi todos los tejidos periféricos, asi
como en 6rganos linfoides primarios (timo, médula
0sea) y secundarios [SLOs] (ganglios linfaticos, pla-
ca de Peyer, bazo).* Son generadas a partir de célu-
las progenitoras CD34+ en médula ésea o de mono-
citos diferenciados de sangre periférica en presencia
de GM-CSF (granulocyte macrophage-colony-stimula-
ting factor) o de interleuquina 4 6 13 (IL-4, IL-13).%4¢
Su funcién es recolectar material antigénico en la
periferia y, por accién de distintos estimulos que de-
terminan su maduracién, lo transportan a los SLOs,
donde inician una respuesta inmune al activar las
células "T" naive.**¢ La proliferacién de las células
"T" naive genera células efectoras "T"y "B" (células ci-
totoxicas y células "T" helper; y células plasmaticas
secretantes de anticuerpos) y células memoria "T" y
"B".#*” Las células "T" helper se las divide segun el ti-
po de citoquinas liberadas. Las de tipo 1 (Th1) libe-
ran IL-2, IFN-y y TNF-B; inhiben las células "T" helper
tipo 2 y estan involucradas en la inmunidad media-
da por células (activacién de macrofagos y células
"T" citotéxicas). Las de tipo 2 (Th2) secretan IL-4, IL-
5, IL-6 y IL-13; inhibe las células "T" helper tipo 1 y
estan involucradas en la inmunidad humoral (pro-
duccién de anticuerpos por las células "B").**

Acerca de la produccién de anticuerpo anti-tu-
mor, la hipétesis es que el tumor congelado dejado
in situ produce y libera detritus celulares tumorales y
libera antigenos sin destruir. Asi, la presentacion de
antigenos y detritus celulares por los fagotitos indu-
ce, a través de la activacién de las DC, anticuerpos
contra estos antigenos, contra los detritus y contra
las proteinas de superficie especificas del tumor. Es-
tos anticuerpos pueden unirse a la misma proteina
de membrana en la superficie de otras células tumo-
rales viables. De ahi, los anticuerpos inducen la fija-
cién y quimiotaxis de neutréfilos, con la resultante
de un medio téxico para las células tumorales. Estos
anticuerpos son llamados "anticuerpos citotéxi-
COS".21'33'42

El segundo mecanismo de accién del sistema in-
mune es la muerte de células tumorales mediada
por células "T" citotéxicas. La destruccién de células
tumorales altera la morfologia de la interaccién cé-
lula-célula, altera la membrana celular y libera fac-
tores que, a través de las DC, sensibilizan las células
"T" y las activan hacia un fenotipo tipo Th 1 (CTL y
Natural Killer) e inducen una respuesta citotéxica
antitumoral.?#24

Dos mecanismo dominantes de la citotoxicidad
mediada por linfocitos son la muerte mediada por
las perforinas / granzimas, y la muerte mediada por
los receptores de muerte. La via dependiente de per-
forinas es dominante en las células Natural Killer y
CD8+ CIL. La via mediada por los receptores de
muerte es mds activa en las células Natural Killer,
siendo mayor en las CD4+, especialmente en las del
fenotipo tipo Th 1. Los granulos citoplasmaticos de
las Natural Killer y las "CTL" activadas contienen per-
forinas (proteinas formadoras de poros) y granzimas
"B" (proteina citotéxica).* Luego de unirse los CTL a
una célula patolégica (por los receptores CTIL y las
moléculas HMC presentadoras de antigenos en las
células patoldgicas), el contenido de los granulos se
libera en el espacio intercelular donde las perforinas
crean poros en la membrana de la célula patolégi-
ca, a través de los cuales penetran las granzimas
"B".#* La segunda via, caracteristica de las Natural
Killer, yace en los receptores de activacion y de inhi-
bicién de muerte. El receptor activado de muerte re-
conoce diferentes moléculas presentes en la superfi-
cie de células nucleadas, mientras que los receptores
de inhibicién de muerte reconocen las moléculas de
MHC tipo 1. Si los receptores de muerte celular son
activados, emiten una sefial de "muerte" a las célu-
las Natural Killer; pero esta sefial normalmente esta
anulada por una sefial inhibitoria emitida por los
receptores inhibitorios de muerte al reconocer las
moléculas MHC tipo 1.* La ausencia de MHC tipo 1
permite que las Natural Killer actiien a través de las
perforinas y granzimas en forma similar a los CTL.
Asi, las granzimas B, liberadas por los CTL y Natural
Killer, destruyen las células por su accién citotéxica.*

Algunos de los estimulos que permiten la madu-
racién de las DC son: citoquinas inflamatorias, TNF-
a, IFN-y, IL-1a, factor nuclear kB, lipoproteinas y li-
popolisacaridos (LPS), antigenos tumorales, sub-pro-
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ductos de datio tisular, células necréticas, disrupcién
de contacto célula-célula, quemoquinas tumorales y
la inhibicién de la liberacién de productos tumora-
les.38,44-47

Todos estos estimulos son producidos por la ac-
cién de la criocirugia sobre un tejido; en consecuen-
cia, se liberan citoquinas inflamatorias (INF-a, IL-
la), quemoquinas y antigenos tumorales. A su vez,
el cribgeno modifica la estructura celular que altera
el contacto célula-célula, libera lipoproteinas, libera
productos intracelulares (por ruptura de la membra-
na), y finalmente produce la necrosis celular. Suma-
do a esto, y en cuanto a las células tumorales, inhi-
be la liberacién de citoquinas propias del tumor (ej.:
IL-10, el factor de crecimiento vascular endotelial
[VEGF] y el TGFB [Transforming Growth Factor]) que
inhibirian la maduracién de DC y la diferenciacion
de monocitos a DC 43,47,51. Resumiendo, la crioci-
rugia permite la liberacién de varios estimulos que
determinan la maduracién de DC y asi obtener una
respuesta crioinmunoldgica.***647*!

Ciclos de congelacion y descongelacion

La éptima comprension de la técnica de criociru-
gia requiere examinar, brevemente, el ciclo de con-
gelacién-descongelacién y sus componentes. Aun-
que es dificil valorar con precision las diferentes fa-
ses por separado, se ha demostrado que cualquier
parte del ciclo de congelacién-descongelacién puede
ser perjudicial y merece una descripcion individual.
En cualquier volumen de tejido a ser congelado la
historia termal varia considerablemente. La conge-
lacién indiscriminada no necesariamente destruye
todos los tejidos patoldgicos, y la destrucciéon tisular
depende de las condiciones termales durante la con-
gelacion.”

Hay varios pardmetros interrelacionados que se
pueden controlar durante los ciclos de congelacién-
descongelacién en un procedimiento crioquirurgico.
Los componentes a examinar del ciclo son: la velo-
cidad de congelacion, la temperatura del tejido, la
duracion de la congelacion, la velocidad de la des-
congelacién, la repeticién del ciclo congelacién-des-
congelacién, el intervalo entre ciclos de congela-
cién-descongelacién.

A. Velocidad de congelacion. Para poder lograr
el efecto deseado en criocirugia, es importante con-
siderar la velocidad de congelaciéon. En diversos es-
tudios, se demostré6 que la rdpida congelacién es
mas destructiva.*** Por esta razén, en criocirugia, a
mayor velocidad de congelacién, mayor es la ten-
dencia de formacién de microcristales de hielo intra-
celular.*** Ademas de la rapida FHI, hay un brusco
aumento de la concentracion de electrolitos IC que
produce mayor dafio intracelular durante la conge-
lacién y descongelacién.’

El hielo intracelular se desarrolla en una amplia
gama de velocidades de congelacién que varia des-
de 32 ¢/min a mas de 502 C/min.>** Con ambas velo-
cidades hay dano celular, pero no es probable que
velocidades de enfriamiento de esta magnitud for-
men un volumen uniforme significativo de hielo in-
tracelular, ya que, por ejemplo, el tumor, al ser una

masa termal con una poblacién de células heterogé-
neaq, tiene diferentes velocidades éptimas de conge-
lacién.” El hielo intracelular se forma cerca del crio-
instrumento donde la velocidad de congelacion es
alta (=2 50° C/min.) y, mientras mas se aleja del crio-
instrumento, la velocidad de enfriamiento es menor
y hay mas formacién de hielo extracelular y de cé-
lulas deshidratadas.®

Se considera que la rapida formacién de cristales
de hielo intracelular (velocidades de congelacién ra-
pida) es mas eficaz para producir necrosis celular;
por lo tanto, es importante recordar que la velocidad
de congelaciéon debe ser tan rdpida como sea posible
para lograr la maxima destruccién tisular.>**

B. Temperatura del Tejido.*** La técnica crio-
quirurgica eficaz, sobre todo para tratar tumores, re-
quiere que se logre en la totalidad del sitio a tratar,
una temperatura indiscutiblemente letal para las
células. La temperatura del tejido es un factor pri-
mario responsable de la muerte celular.

La temperatura a la que el tejido es sometido es
la variable mas facilmente medida del ciclo conge-
lacién-descongelacion y, de hecho, es la mediciéon
estandar por la que se define un protocolo y se con-
trola la crioterapia. No obstante, la adecuada tem-
peratura para lograr la necrosis tisular es incierta,
pues la susceptibilidad a la lesién celular por conge-
lacién depende de la propia caracteristica del tejido
y del individuo;’ pero se sabe que las células se mue-
ren en un numero progresivamente mayor mientras
la temperatura desciende a través de una velocidad
de congelacién mayor. Cada linea celular tiene un
tipo de umbral termal unico.

La temperatura tisular letal es de extrema impor-
tancia en criocirugia. Hasta una temperatura de -5¢
C no se congelan los sistemas biolégicos debido a la
alta concentracién de las sustancias diluidas, inde-
pendiente de la velocidad de congelacion elegida.
Entre los -52 C y -15° C se forman cristales de hielo
extracelulares y el espacio intracelular estara enfria-
do, pero no congelado. Se consideraba que una tem-
peratura tisular de -20%/-30° C era adecuada para
provocar un dafio tisular extenso, pero la destruc-
cién celular no es completa o segura porque hay cé-
lulas (ej.: neopldsicas) que son resistentes a la lesién
por congelacién.

Diversos estudios® demostraron que la linea de
demarcacion entre el tejido necrético y el tejido vivo
(temperatura critica) se encontraba entre -2 C y -
702 C. Como se comprende, la sensibilidad celular a
la temperatura varia. Por ejemplo, las células mus-
culares y los melanocitos son muy sensibles a la con-
gelacion, pero los queratinocitos y la grasa resisten
las temperaturas de congelacién.” También existen
diferencias en la sensibilidad de células malignas,
algunas son resistentes a la lesion por frio a tempe-
raturas de -40° a -70° C.**

Neel y col, trabajando con tumores de animales,
fijan la temperatura letal a -60° C requiriendo, ade-
mas, congelacién repetitiva.* Considerado el mar-
gen de error en la aplicacién clinica y la diferencia
en la sensibilidad a la lesién por congelacién de cé-
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lulas normales y neopldsicas, es mads seguro produ-
cir una temperatura de punto final = de -50° C (ran-
go: -402 C a -70° C) en todo el tejido (principalmen-
te tumoral) como meta apropiada en criocirugia,
para la cual la destruccién tisular debe ser cierta-
mente producida por la congelacién.*

C. Duracion de la congelacion.>*** La ma-
yoria de los informes estdn de acuerdo con la opi-
nion actual segun la cual el conocimiento de la du-
racion de la congelacién no es tan significativo, por-
que, aunque se mencione el "tiempo especifico de
tratamiento para ciertas lesiones", éste sélo sirve co-
mo una valoracién imperfecta de la duracién de la
congelacién. La duracién 6ptima de la congelacién,
es decir, cuanto tiempo el tejido se debe mantener en
estado congelado, no es conocida. Es especifico para
cada célula y tejido, y para cada individuo; es indis-
cutible que haya diferencia de opiniones.

A pesar de la facilidad con que este parametro
puede ser controlado, este error probablemente es
perpetuado debido a la creencia de que la isoterma
critica es un indicador de muerte celular. La destruc-
cion celular esta aumentada cuando se mantienen
los tejidos en un estado de congelacién a temperatu-
ras en el rango en el cual ocurre la deshidratacién y
la recristalizaciéon. Una vez que la temperatura del
tejido alcanza un cierto nivel, se puede lograr mas
destruccion celular prolongado la congelacion a es-
ta temperatura.”

La duracién de la congelacién es determinada
por el tamafio de la bola de hielo,” la cual depende
de la cantidad de cribgeno aplicado a una lesién. A
mayor cantidad de criégeno (ej.: nitrégeno liquido)
aplicado a un drea dada, mayor es el didmetro de la
bola de hielo desde el margen de la punta del crio-
instrumento.* El tejido cercano al crio-instrumento
se congela mas rapido, pero el tejido en una locali-
zacion periférica se enfria despacio y a una tempe-
ratura mas alta.

Para determinar la suficiencia del tratamiento de
la criocirugia es mejor medir la extension lateral su-
perficial de la congelacién®* y no el tiempo en se-
gundos o minutos.

D. Velocidad de la descongelacién.**”1¢* La
lenta descongelacién es un factor destructivo prima-
rio. La velocidad deseable de la descongelacién es
opuesta a la de la congelacion y no se debe acelerar.
Debe ser completa y tan lenta como sea posible, y se
hace mejor permitiendo a los tejidos que se descon-
gelen sin ayuda de fuentes externa de calor. La fuen-
te interna de calor (mecanismo primario para des-
congelar el tejido) es la circulacién y el metabolismo
del tejido circundante, y no siempre se puede evitar.

A mayor duracién de la descongelacién, mayor
el dano celular; debido al aumento del "efecto solu-
to", al prolongado estrés oxidativo y a la recristaliza-
cién. La "recristalizacién caliente" crea fuerzas de ci-
zallamiento que producen disrupcién celular meca-
nica y rompen la estructura de los tejidos.

La descongelacién lenta permite al préximo ciclo
lograr una congelacién intracelular y destruccién
celular completa mas rapida. Los cristales de hielo

intracelular son mds grandes en el segundo ciclo de
congelacién y los cambios disruptivos ultraestructu-
rales en las células estan aumentados con la repeti-
cioén de la congelacion.

La rapida descongelacion, que aumenta la su-
pervivencia celular, es utilizada como tratamiento
de la congelacién excesiva o no deseada de ciertas
zonas vitales.*

E. Repeticién del ciclo congelacion-desconge-
lacién.*** Para un adecuado tratamiento crioqui-
rargico de neoplasias, se enfatiza la necesidad de
realizar congelaciones repetitivas. La repeticiéon de
un ciclo de congelacién-descongelacién, después de
permitir que la bola de hielo se derrita completa-
mente, produce congelaciéon y destruccién tisular
mas rdpida, mads extensa y con mejor resultado del
procedimiento. El segundo ciclo somete al tejido a
cambios fisicoquimicos deletéreos adicionales al
atravesar condiciones termales perjudiciales duran-
te este periodo.

Con cada ciclo sucesivo el tejido se congela mas
rapido, el volumen tisular congelado aumenta un
10-20% entre el primer y segundo ciclo, y los bordes
de la crio-destruccién se mueven mas cerca de la pe-
riferia del volumen congelado. Aumentando asi la
extension de la necrosis, llegando a incluir el 80%
del volumen previamente congelado. Esto es porque
la temperatura inicial del segundo ciclo es mucho
mas baja que la temperatura inicial del primer ciclo.

La ruptura de la arquitectura de membranas y
elementos celulares en el primer ciclo, sumado a la
recristalizacion, el edema tisular y a que las células
que se vuelven menos tolerantes a la congelacion
(por lesién sub-letal sufrida durante la primera con-
gelacion), pueden ser responsables del evidente au-
mento en la conductibilidad termal en el tejido du-
rante el segundo ciclo.

El mayor efecto letal de la repeticion de los ciclos
se ve en el borde del tejido congelado, donde la tem-
peratura no es suficiente (-20%/-30° C) para lograr
una destruccion celular completa con un solo ciclo.
Por esta razén, la repeticién del ciclo de congela-
cién-descongelacién es critica en el tratamiento de
todos los tumores,**® porque aumenta el efecto des-
tructivo de un procedimiento crioquirurgico. En la
practica clinica el numero de ciclos puede ser mani-
pulado, pero siempre se debe conservar las bases
fundamentales de la técnica.

F. Intervalo entre ciclos de congelacién-des-
congelacion.**” Al intervalo entre los ciclos, factor
importante en la lesion tisular, se le ha dado poca
atencion. Un periodo de descongelaciéon mas largo
mantiene la vasoconstriccion completa en los vasos
sanguineos mds grandes, determina el crecimiento
continuo de los cristales de hielo y el dafio osmético
se torna mas extenso. Un intervalo prolongado des-
pués de la descongelacion, pero antes del segundo
ciclo de congelacién, deja al tejido en estado de hi-
potermia y da tiempo para que falle la micro circu-
lacién.

Todas las fases del ciclo congelacién-descongela-
cién causan lesion tisular. La repeticién del ciclo es
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un importante factor para un tratamiento adecua-
do. Los estudios de microscopia electrénica mostra-
ron que con un segundo ciclo de congelacién-des-
congelacién, aumenta el grado de injuria celular, y
mas aun con 3 ciclos.

Lesion criogénica.**** Finalizado un procedi-
miento crioquirirgico, el tejido crio-tratado parece
casi normal y no se puede predecir la "dimensién del
dafio" por su apariencia macroscépica, pues presen-
ta cambios progresivos en el tiempo.

El cuadro macroscépico resultante de la accién
del frio en los diferentes 6rganos casi siempre es
idéntico. Luego de la descongelacién el tejido ha re-
cobrado su color y consistencia casi original. En las
siguientes horas, la zona tratada aumenta de tama-
fo por edema y congestion, y estd rodeada por una
abrupta linea de demarcacion alrededor del tejido
sano. Después de 3-4 dias se forma un drea central
de superficie gris descolorida completamente necro-
sada. Varios dias después el proceso de regenera-
ciéon comienza con el desprendimiento del tejido
necrético y, aproximadamente a las 4 semanas, el
crater necrético profundo es completamente reem-
plazado por tejido de granulacién.

Con la micorscopia éptica se aprecia, en el cen-
tro de la lesién una disociacién celular con sangra-
do intersticial, congestiéon vascular, microtrombos,
infarto hemorragico y necrosis por coagulacion. Ro-
deando a esta lesién, hay una zona de transicién de
necrosis parcial y células vivas. Con el tiempo, y al
desprenderse la regién necrética, aparecen fibro-
blastos que, desde el borde, comienzan a regenerar
la zona e inician la cicatrizacién. Los cambios obser-
vados con microscopia electrénica presentan, junto
con la presencia de cristales de hielo, tumefaccion de
organelas, fragmentacién y vacuolizacién de mem-
brana plasmatica y nuclear, engrosamiento y frag-
mentacién de los nucleos.

En la zona central de la lesién, con un dispositi-
vo de rapida congelacion, la muerte celular es uni-
forme (debido a la congelacion intracelular); pero
en la zona periférica, donde la temperatura es de 0
a -20° C, la sobreviva de las células varia. Algunas
células sobreviven, otras estdn muertas, y otras es-
tan en equilibrio entre la vida y muerte. En esta zo-
na periférica se aprecia la presencia de células apop-
toticas.®

Resumiendo, la lesién criogénica se caracteriza
por 3 zonas distintas, dependiendo del grado de in-
juria por congelacién. La primera zona, llamada
"zona de muerte completa", es central y esta locali-
zada alrededor del crio-instrumento; presenta necro-
sis de coagulacion uniforme y demarcada. La segun-
da zona, "zona de muerte incompleta", es la regién
desde el borde de la primera zona al borde externo
de la bola de hielo (isoterma de 02 a -40° C), y se ob-
servan células viables (30-60%) y dafiadas. La ulti-
ma zona, "zona viva", es la regién por fuera de la
bola de hielo donde la mayoria de las células son
viables (>95%).>**** Estas células viables son las que
dardn origen al crecimiento de la nueva matriz pa-
ra la cicatrizacién de la lesién.

Diversos estudios ecograficos y termograficos
demostraron que el volumen de tejido que se necro-
sa es siempre menor que el volumen de tejido conge-
lado. Asi, por ejemplo, en congelacién de higado y
piel de rata s6lo presentaban necrosis el 80% y 70%
del volumen congelado, respectivamente. De esto se
comprende que la congelacién inicial puede no ser
lo suficientemente agresiva para destruir las células
tumorales (que son mads resistentes a la congela-
cién), pero la lesién secundaria por frio o la apopto-
sis, y los ciclos reiterados de congelacion-descongela-
cién, deben culminar con la necrosis del tejido anor-
mal designado (el 100% del volumen congelado), si
se quiere que el procedimiento sea exitoso.

Factores determinantes de la crionecrosis. La
crionecrosis tisular reconoce varios factores que son
significativos en la determinacion de la calidad y
cantidad de la respuesta a la aplicacién de un agen-
te criogénico *7#1°13¢¢ (Cuadro 2).

Cuadyro 2. Factores determinantes de crionecrosis.

1. Conductibilidad termal del tejido a ser congelado:
a. Grosor o densidad del tejido (piel {normal, hiperqueratésica},
mucosa, masculo, hueso, etc.).
b. Tipo de células sometidas al frio (melanocitos, queratinocitos,
hepatocito, etc.).
c. Contenido de agua y/o aire del tejido. Las células grasas tienen
menor concentracion de agua y por lo tanto menor conductibili-
dad; el pulman, al contener aire, también tiene baja conductibilidad
termal.
d. Calor especifico tisular (capacidad del tejido de absorber la
cantidad de calor/frio administrada).
e. Fuente interna de calor (velocidad del flujo sanguineo en el area
subyacente al tejido a congelar).
f. Volumen y profundidad del tejido a congelar (tipo, tamano,
ubicacion y profundidad de la lesion).

2. Tipo de cridgeno empleado (temperatura de ebullicion).

3. Métodos empleados para la transferencia de calor/frio (sondas,
spray, etc.):
|. Tamafio de la punta criogénica / orificio de la boquilla del
dispositivo de spray.
II. Temperatura alcanzada en la punta criogénica.
I11. Area real de contacto entre el crio-instrumento y el tejido
designado.

4. Componentes del ciclo: - Velocidad de congelacion; - Duracion
de la congelacion; Temperatura del tejido (isoterma critica);
Velocidad de descongelacion; - Namero de ciclos; - Intervalo
entre ciclos.

Isotermas. El objetivo de la criocirugia y del crio-
cirujano es lograr una isoterma critica en un volu-
men de tejido designado para lograr la necrosis
completa del tejido patolégico y minimizar en el te-
jido sano circundante el dafio causado por la bola
de hielo. Para esto hay que comprender la geome-
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tria de la bola de hielo y las diferentes temperaturas
de la isoterma.

Cuando la unidad crioquirdrgica es activada y
contacta con el tejido, se observa un drea de tejido
congelado o "bola de hielo" (iceball), que se extiende
en forma radial y longitudinal desde el crio-instru-
mento,* y es de tipo elipsoidal u ovalada. La tempe-
ratura de la bola de hielo difiere segun la zona en
que se mida, siendo mucho mads baja en el centro
que en la periferia. A esto se lo denomina "gradien-
te termal o isoterma (o capas termo-gradientes)" (Fi-
gura 3). A mayor volumen congelado, mayor la dis-
tancia entre las isotermas.

Figura 3. Geometria de la bola de hielo.

Crio-instrumento

Zona de Recuperacion Propagacion Lateral

0°C
Lesion

196° C

-40°C

Zona Letal

Profundidad de la congelacion

Bola de Hielo
(Iceball)

La extension lateral (horizontal) del hemisferio
de la superficie plana congelada se aproxima a la
profundidad de la congelacién en una proporcién de
1:1.3.% Pero esta proporcién varia segun la forma del
crio-instrumento y de la presién que se ejerza al apli-
carlo sobre la lesién. Asi, el tamarfio de la bola de hie-
lo formada alrededor de la punta criogénica propor-
ciona una buena estimacion de la profundidad de la
congelacién; a mayor presién de aplicacién, mayor
profundidad de congelacién.** El evaluar la "exten-
sién o propagacién lateral", nos permite respaldar la
adecuada destruccién tisular en profundidad (méto-
do visual de control de la crionecrosis). Por eso para
un tratamiento eficaz se requiere que la congelacién
sea adecuada en direccién horizontal y vertical.

La "propagacién lateral" representa la distancia
entre el margen del crio-instrumento y la isoterma de
0° C. La interfase entre la bola de hielo y el tejido no
congelado, representa la "isoterma de 0° C". A mayor
duracién de la congelacién, mas lejos se irradia la
bola de hielo desde el margen del crio-instrumento, y
mas lejos se encuentra la isoterma de 0° C.** La pro-
fundidad de la isoterma de 0° C desde la punta crio-
génica es la "profundidad de la congelacién". La re-
gion que ocupa el volumen de tejido entre la isoter-
ma -20° C y la punta del crio-instrumento (-1962 C)
se llama "zona letal",***” la cual incluye la zona de
muerte incompleta y la zona de muerte completa.
Las células que se encuentran en el borde externo de

la bola de hielo (02 C y -20° C) pueden sobrevivir a la
congelacién (dependiendo del tipo de células) y re-
presentan la llamada "zona de recuperacién".*

Conclusion. Desafortunadamente, la criocirugia
no se ensefia en las escuelas médicas como parte de
un programa tradicional de estudios. Es considerada
como una técnica oscura y tiende a ser menospre-
ciada por otros procedimientos terapéuticos. En al-
gunos paises es considerada como un nuevo descu-
brimiento, mientras que en otros esta siendo nueva-
mente adoptada y aplicada a diferentes campos mé-
dicos incorpordandola como un arma mas del arse-
nal terapéutico para diversas enfermedades, princi-
palmente neoplasias.*®

Se deben respetar las bases de la técnica para lo-
grar un 6ptimo resultado. Todas las fases del ciclo con-
gelacion-descongelacion causan dano tisular. La velo-
cidad de congelacién debe ser tan rapida como sea po-
sible. La menor temperatura tisular es el principal fac-
tor de muerte celular y debe ser = -50° C en tejido neo-
plasico. La duracién 6ptima de la congelacién no es
conocida, pero la congelacién prolongada aumenta la
destruccién tisular. La velocidad de descongelacion es
otro factor principal de destruccién tisular, y debe ser
completa y tan lenta como sea posible.
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