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RESUMEN

El sistema de medida de temperatura para la criopreservacion de
homoinjertos cardiovasculares (TfemperMed) es un sistema automa-
tizado para la toma, almacenamiento y posterior manipulacién de
datos de temperatura de tejidos biolégicos en proceso de enfria-
miento, y surge con el objetivo de optimizar y garantizar una técnica
que permita conservar la calidad de los tejidos procesados, con una
amortizacion de costos en el proceso.

El sistema desarrollado permite registrar la temperatura de dos ho-
moinjertos simultaneamente; no requiere la permanencia de perso-
nal durante el tempo demandado por el proceso; introduce garan-
tias de precision en los intervalos temporales entre una y otra
medicién, y en el dato mismo; vincula 6ptimos elementos instrumen-
tales conrelacién a las caracteristicas particulares del proceso; y en
general, facilita el andalisis y la comparacion de resultados que pue-
den relacionarse con las variables y curvas de enfriamiento, asi como
el refinamiento del proceso.

Para el desarrollo del proyecto TemperMed se implementé una eta-
pa instrumental en la que se construyé un prototipo fisico, a la vez
que se desarrolld una aplicacién en plataforma de Visual Basic®,
presentando una interfaz amigable y que satisface las necesidades
planteadas en el proceso de criopreservacion; finalmente se reali-
zaron pruebas que permitieron validar la funcionalidad del sistema.

Palabras clave:
Adquisicién, temperatura, criopreservacion, homoinjertos, bioim-
plantes.

ABSTRACT

The Temperature Measurement System for the Cryopreservation of
Cardiovascular Homografts (TemperMed) is an "automatizated sys-
tem for the register, storage and later data manipulation of the
temperature of biological tissue in a cooling process, and its ob-
jective is to optimize and to guarantee a technique that allows to
conserve the quality of tissue processed, with a decrease of costs
in the process.

The developed system allows us to register the temperature of two
homografts simultaneously; it does not require the personnel perma-
nence during the time demanded by the process; itintroduces guar-
antees of precision in the temporary intervals between one and an-
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other measurement, and in the same data,; it ties optimal instrumen-
tal elements in relation to the particular characteristics of the pro-
cess; and in general, it facilitates the analysis and the comparison of
results that are going to be related to the variables and curves of
cooling, as well as the refining of the process.

For the development of the TemperMed project an instrtumental phase
was implemented in which a physical prototype was constructed,
simultaneously an application was developed in Visual-Basic®, pre-
senting a friendly interface that satisfies the necessities raised in the
process of cryopreservation; finally tests were made that allowed us

Key Words:

plants.

INTRODUCCION

El progreso en la biologia celular y el area biomé-
dica en general, ha propiciado el transplante de
células y tejidos de un humano a otro, permitien-
do larestauracién funcional de varios 6rganos per-
dida por enfermedad, incrementando de esta for-
ma la calidad de vida en los pacientes. Asi mismo
obra el trasplante de érganos y estructuras anato-
micas, acometidos por hace mas de 30 afios?,
gracias a los cuales millones de personas han te-
nido la oportunidad de prolongar su vida; por lo
que las comunidades de trasplantados han reco-
nocido tanto el valor humanitario como cientifico
del acto de donacién de 6rganosy tejidos. De otro
lado, a los bancos de tejidos y érganos les corres-
ponde establecery promulgar los estandares orien-
tados a la adecuada preservaciéon de los elemen-
tos a implantar y el aseguramiento del desempefio
del implante biolégico al ser trasplantado al nue-
VO organismao?.

El trasplante de tejidos vivos y en general su es-
tudio exige métodos que garanticen que no hay
degeneracioén tisular durante la etapa de conser-
vacion3. Surge en esta instancia la criogenizacion
como una alternativa que bajo estrictas conside-
raciones técnicas arroja excelentes resultados®.
Durante las ultimas décadas se han realizado mul-
tiples experiencias con la criopreservacion, que han
contribuido a la adquisicion de un amplio bagaje
para adecuar los procesos y definir procedimien-
tos de enfriamiento a seguir para no afectar el te-
jido durante su conservacion. El seguimiento de la
curva de enfriamiento debe realizarse minuciosa-
mente, en especial en ciertas fases criticas del pro-
ceso, estas etapas corresponden a un tiempo
aproximado de 2 a 2:30 horas. En este sentido, un

to validate the functionality of the system.
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proceso que demanda tanto tiempo, a cargo de
una persona asignada a tomar lectura de la tem-
peratura minuto a minuto, trae consigo muchas
dificultades, como son: posibilidades de error de
registro y sobrecostos en el proceso, que conlle-
van una falta de practicidad del mismo.

Los bancos de tejidos y 6rganos de paises desa-
rrollados han avanzado bastante en estas técnicas,
pero el acceso a dichas tecnologias es dificil, basi-
camente por factores econémicos. Por este moti-
vo, se debe desarrollar una gran capacidad para
elaborar instrumentos propios; en este marco, Tem-
perMed viene a dar un apoyo a los procesos de
criopreservacion de la Clinica Cardiovascular San-
ta Maria, de Medellin-Colombia, permitiendo me-
jorar la técnica de aloinjertos valvulares y asegu-
rar la viabilidad de dichos tejidos in vitro,
incurriendo en la creaciéon de un sistema altamen-
te confiable, que minimiza la intervencién huma-
na en procesos mecanicos de posible automa-
tizacion, como lo es la adquisiciéon del dato
térmico, dando paso a un seguimiento minucioso
del proceso, y permitiendo a la labor profesional
su concentraciéon en aspectos de mayor relevan-
cia antes que invertir tiempo valioso en tareas de
tipo operacional.

Con la realizacién del presente proyecto se su-
pera una falencia en el proceso de automatiza-
cién de la criogenizacién en nuestro medio, cons-
tituyéndose en plataforma para un importante
trabajo de investigacidon biomédica en tejidos pre-
servados.

MARCO TEORICO

Se han desarrollado diferentes técnicas de preser-
vacion de tejidos para uso cardiovascular, los cua-
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les buscan finalmente asegurar la mayor durabili-
dad y funcionalidad del aloinjerto, al lograr que el
tejido conserve células vivas como los fibroblas-
tos, que son los encargados de producir los ele-
mentos de soporte de la estructura anatémica. Las
primeras técnicas utilizadas, que emplearon dife-
rentes compuestos quimicos en los que introducian
los tejidos, fueron fallidas y ello llevé a incursionar
entonces en la utilizacion del frio a temperaturas
de -190°C para la conservacion tisular?.

Las técnicas de criopreservacion desarrolladas
inicialmente para células en suspension y tejidos
aislados, que fueron posteriormente aplicadas a
estructuras complejas como injertos valvulados
(abrticos y pulmonares) y segmentos vasculares
(cayado adértico, troncos arteriosos), han produci-
do alentadores resultados, al modo que los aloin-
jertos valvulares criopreservados son vastamente
superiores a cualquier otro tipo de dispositivo pro-
tésico, tipo mecanico o biolégico, hablando en
términos de durabilidad y desempefio®®.

La mayoria de las técnicas criobiolégicas han
sido desarrolladas empiricamente. Para la criopre-
servacioén de tejidos cardiacos humanos basica-
mente se sigue un protocolo que considera cua-
tro etapas:

1. Obtencién y transporte del corazén donante,

2. Preparacion del tejido y esterilizacidén antibio-
tica,

3. Enfriamiento con crioprotectores a una rata
controlada,

4. Alimacenamiento de los tejidos procesados.

En nuestro medio el enfriamiento de los tejidos
se realiza utilizando un tanque de nitrégeno liqui-
do, marca M.V.E. referencia XC47-11, el cual debe
contener entre 15 y 20 litros de nitrégeno liquido.
Una vez empacado el homoinjerto en una bolsa
especial, se envuelve con algodén laminado y es
introducido en el tanque de congelacién, quedan-
do suspendido en la fase de vapor del nitrégeno.
El tanque es sellado, dando paso al descenso de
temperatura del homoinjerto, el cual debe cum-
plir con unarata de 1°C =+ 0,3°C/min, entre rangos
de 0°C y -40°C.

El proceso de criopreservacion demanda aproxi-
madamente 70 min entre el rango de temperatu-
rade 4°C a-40°C, rango en el cual se presenta la
fase mas critica del proceso debido a las posibles
lesiones celulares por la elevada o la deficiente
rata de congelacion, que puede alterar estructu-
ras vitales de las células.

Una vez el homoinjerto ha alcanzado una tem-
peratura de -130°C, se retira del tanque de con-
gelacion, se libera de la envoltura de algodén la-
minado y se coloca en una canastilla que es
introducida en el tanque de almacenamiento so-
bre la fase de vapor, dejandose el homaoinjerto crio-
preservado en este recipiente hasta su utilizacion.

Para el proceso se emplean bolsas de aleacién
poliéster-polietieno como empaque interno y
como empaque externo se emplean bolsas de
aluminio, que por su naturaleza metalica sirven
como conductoras de temperatura, contribuyen-
do al proceso, y predisponiendo una mayor tole-
rancia de la bolsa para el amplio rango exigido
de temperatura.

MATERIAL Y METODOS

Los componentes basicos del sistema son (Figu-
ra 1):

1. Computador tipo PC que contiene una tarjeta
de adquisicién de datos, que interactla con
el programa TemperMed,

. Tarjeta de adquisicion de datos’,

. Puerto de conexiones,

. Gabinete,

. Transmisores de temperatura PI-T,

. Sensor de temperatura (termocupla tipo T),

. Canatstilla y tanque con nitrégeno liquido,

. Cable Ribon,

. Cable de datos de los canales,

. Cable de control de motor paso a paso (No
utilizado),

11. Cable de alimentacion del sistema,

12. Cable de extension Ohmeda.

QOUWoO~NOOUTA~WN
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Para la aplicaciéon de adquisicidon de datos de
temperatura y almacenamiento de datos, se con-
sideran los siguientes pasos:

Fenémeno fisico a supervisar

El fenédmeno fisico a supervisar corresponde a las
sefales de temperatura en el rango de 35°C a -90°C,
con una variaciéon lenta y monétonamente decre-
ciente, trabajandose convencionalmente a velo-
cidades de 1 muestra/min por canal®®. Sin embar-
go; estas ratas pueden ser cambiadas via software
por medio de la aplicacién desarrollada.

El transductor empleado es la termocupla o ter-
mopar, que supone una manera precisa, robusta
y de bajo costo de medir temperatura (Figura 2).
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La termocupla tipo T presenta las mejores carac-
teristicas de precision y linealidad para un rango
de temperatura de 200°C a -100°C, satisfaciendo
plenamente las necesidades especificas del pro-
ceso de enfriamiento a supervisar®!l, Se redisefid
el terminal del termopar buscando aumentar el
area de contacto entre la union caliente y el tejido
a criopreservar (ancho=5mm, largo=14m,
espesor=1mm), en pro de mejorar las condicio-
nes de registro de la temperatura, y eliminar el
empleo de una sustancia grasa (silicona pesada)
para la adhesion de la unién caliente al empaque
del tejido, elemento que ademas de implicar un
paso adicional en el proceso de criopreservacion
de los homoinjertos, introduce un error en las tem-
peraturas registradas.

La longitud de la extension de la termocupla, se
minimizé al maximo para evitar el efecto resistivo
inherente a dicho elemento, que debilita el mili-
voltaje generado en la unién caliente.

Acondicionamiento de la sefal

Para adquirir mediciones exactas, las termocuplas
requieren importantes tipos de acondicionamien-

Figura 2. Termocupla tipo “T" modo de fijacién, electrodo,
cable de extension y terminal.

©
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Figura 1. Componen-
tes basicos del
sistema.

to de sefial®; para ello, se emplea para cada ca-
nal un transmisor Aislado de Temperatura Progra-
mable (PI-T), médulo de gran versatilidad en cuan-
to a programacién para diferentes caracteristicas
de adquisicién de temperatura, no limitando el em-
pleo del equipo a esta aplicaciéon especifica. Este
maodulo proporciona un aislamiento de 1.6 Kv en-
tre la entrada y la salida; amplifica la sefial de mi-
livoltios (7 a 50mV por cada grado) para lograr un
rango de salida de &+ 5V y proporciona una salida
lineal a la temperatura (linearizacion via hardware);
aunque, la aplicacion TemperMed abre la posibili-
dad de optar por una linearizacién via Software
(empleo de polinomios para el calculo de la tem-
peratura a partir del voltaje generado por el tipo
especifico de termocupla) para eventuales carac-
teristicas de adquisicion, distintas a las determina-
das por el hardware disefiado. El PI-T genera un
voltaje de compensacion de unién fria de acuer-
do a la temperatura ambiente y asi adiciona el
voltaje apropiado para cancelar las sefiales ter-
moeléctricas indeseadas logrando que la tempe-
ratura de las terminales del sistema DAQ sean irre-
levantes y que la sefial medida por el sistema
corresponda al voltaje proveniente Gnicamente de
la unién de la termocupla; adicionalmente, el
acondicionador de termocupla incluye un filtro de
ruido pasa-bajo para suprimir el ruido de 50 y 60
Hz. La accién de filtrado es complementada via
software con un tratamiento estadistico sobre la
sefial digitalizada!?*3,

Ambos transmisores estan debidamente ubica-
dos en un gabinete metélico con cerradura (Figu-
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ra 3), pintura galvanizada y cierre hermético, que
protege a los equipos de sustancias externas y fa-
cilita la conexién con el alojamiento de las termi-
nales debidamente sefalizadas.

Médulo de adquisicion de datos

La interfaz fisica que realiza la conversion del
dato analégico al correspondiente dato digital,
para ser posteriormente analizado y almacenado
por la aplicacién TemperMed, esta constituida por
una tarjeta de adquisicion de datos (PC-516) por
bloques terminales y conectores!* (R30-30, CB27,
DB9) que permiten la conexion de sefales hacia
la tarjeta DAQ (Figura 4). Las caracteristicas mas
relevantes de la tarjeta de adquisicion de datos
son: resolucién de 152 uV (conversor A/D de 16
bits = 0.003051°C), 50 kmuestras/seg (20 mseg
para cada conversion), rango de voltaje de entra-
da = 5V y cuatro canales de entrada (modo dife-
rencial); se encuentra instalada en un computa-
dor Pentium Il empleando el bus AT (0 ISA).

Software
Se trata de una aplicacion practica y amigable

que satisface las necesidades funcionales del pro-
ceso y ofrece opciones de expansion técnica. Fue

"l

Figura 3. Etapa de acondicionamiento de la sefial: gabi-
nete y elementos transmisores.

CB-27 R30-30 PC-516
| |
Bloque conector Cable tipo Tarjeta de
portatil cinta adquisicion de
datos

Figura 4. Elementos constitutivos del médulo de adquisi-
cién de datos.

desarrollado en Visual Basic® por las ventajas en
cuanto arapidez de desarrollo y presentacién brin-
dadas por la programacién orientada a objetos?*®.
Para el correcto desempefio de la aplicacién se
requiere de una version del Sistema Operativo Win-
dows 95® o superior, EXCEL® 97 o superior® y la li-
breria de software NI-DAQ?’, esta Ultima para con-
trolar la tarjeta de adquisicion de datos evitando
utilizar los comandos de registro a bajo nivel y lo-
grar el maximo provecho del hardware y el siste-
ma operativo.

La aplicacion vincula varias formas que permi-
ten de modo general activar cualquiera de las si-
guientes funciones, enunciadas en su orden |6gi-
CO mas no estricto de ejecucion, ya que al tratarse
de unarespuesta a eventos, mientras la orden sea
coherente con el estado del proceso se podré ini-
ciar o detener cualquier tarea (Figura 5).

1. Configuracién. Eleccion de las caracteristicas
de adquisicidon: nimero de canales, tipo de ter-
mocupla, tipo y limites del rango de adquisi-
cion (temperatura o tiempo), velocidad de
muestreo, tipo de linearizacién (por hardware
o por software), habilitacién del filtro, cédigo
de los homoinjertos a criopreservar (nombre que
se asigna al archivo destinado para el alma-
cenamiento de los datos), didmetro de los ho-
moinjertos, cédigo del tanque empleado para
el proceso de enfriamiento.

= e Y =
= i1 = T L |
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Figura 5. Aplicacién de software: TemperMed.
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2. Inicio de adquisicién. Proceso de muestreo y
conversiéon del valor digital adquirido a su equi-
valente numérico de temperatura en grados
centigrados. Simultdneamente se observa la
grafica de las muestras tomadas.

3. Almacenamiento. Llamado a la hoja de calcu-
lo EXCEL® donde de modo ordenado y practico
se almacena la informacion de la sesiéon de
adquisicion, se genera automaticamente la gra-
fica de la curva de enfriamiento, se calcula la
rata de descenso de temperatura entre los va-
lores criticos de -4°C y —20°C (si aplica para la
sesion de adquisicion realizada) y se transcriben
datos como el codigo y diametro de los tejidos,
fecha, media y nimero de muestras tomadas.

4. Visualizacidén de una sesion previa. Eleccién de
una sesién de adquisicidon anterior, almacena-
da bajo el formato dispuesto por la aplicacién
TemperMed, pudiéndose visualizar punto a punto
los datos de modo literal y grafico, ademas se
tiene acceso a la funcion del célculo de la
media, donde se carga la lista de datos y a partir
de éstos se puede elegir el rango al que se quie-
re aplicar dicha funcion.

5. Detencién/finalizacién. Detencién de la Adqui-
sicién en proceso o finalizacién de la aplicacion.
Si se trata de esta Ultima opcidn se pide confir-
mar el deseo de realizar tal accion.

RESULTADOS

Se realizaron pruebas simultaneas con los tejidos
a preservar, homoinjertos control, bajo idénticas
condiciones, registrandose con el método Tem-
perMed y con el método manual convencional.
Ambos homoinjertos son introducidos en el tan-
que de criopreservacion y ubicados en la parte
superior del mismo, quedando suspendidos en la
fase de vapor del nitrégeno. El tanque es sellado,
dando paso al descenso de temperatura del ho-
moinjerto. El proceso de criopreservacion deman-
da aproximadamente dos horas, recorriendo un
rango desde temperatura ambiente hasta —-40°C.
Una vez el homoinjerto ha alcanzado una tempe-
ratura de -130°C, se retira del tanque, se libera
de la envoltura de algodén laminado y se coloca
en una canastilla que es introducida inmediata-
mente en el tanque de almacenamiento sobre
la fase de vapor.

El descenso de la temperatura se registra con el
sistema de adquisicion desarrollado TemperMed
(Figura 6), que viene a sustituir el método manual
previamente utilizado, consistente en: empleo de

un termosensor con grasa de silicona para mejo-
rar el contacto, anotacién manual temporizada a
cargo de una enfermera y posterior transcripcion
de los resultados para su almacenamiento como
documento de EXCEL®, datos térmicos suministra-
dos por un termémetro electrénico digital y una
termocupla tipo K como sensor.

El sistema desarrollado reemplaza la labor de la
enfermera y el termdémetro, de modo que la ad-
quisicion de los datos y su almacenamiento en una
hoja de calculo es automatico; se exime en este
nivel de los errores humanos facilmente presentes,
se logra visualizacién en tiempo real de la curva
de enfriamiento y, ademas, la supervision del des-
censo de temperatura se puede efectuar sobre dos
tejidos simultdneamente.

Con larealizaciéon de pruebas iniciales se verifi-
co6 el funcionamiento del sistema fisico y del pro-
grama TemperMed, sin embargo se evidencio la
presencia de ruido. Una vez identificadas las cau-
sas y caracteristicas de este (interferencia eléctri-
ca, interferencia térmica y aleatoriedad), se pro-
cedié a su eliminacién tomando ventaja de las
marcadas caracteristicas del proceso de adquisi-
cién y del conocido comportamiento fisico de la
variable a tratar, la temperatura.

Se implementé via software un filtro* &ptimo
para la aplicacion que permitié superar las ano-
malias térmicas en la adquisicion y el registro. El
algoritmo de ajuste considera la pendiente, pun-
tos de inflexién y la historia de la serie, hace uso de
las proyecciones para la evaluacién y correccioén
del dato presente estableciendo coherencia con
el comportamiento suave esperado de la variable
térmica en el proceso de criopreservacion, que es
finalmente la tendencia de la serie de datos.

La efectividad del método se evalu6é en cada
una de la pruebas realizadas, considerando los si-
guientes criterios estadisticos para determinar el
buen grado de ajuste: las medias y las varianzas

Figura 6. Conjunto de componentes fisicos del sistema de
adquisiciéon de datos de temperatura.

* Opcion habilitable a través del software TemperMed.
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se conservan entre la serie original y la serie pro-
ducto del ajuste; media del error tendiente a 0,
varianza del error S¢ (varianza residual) pequefia
respecto a la varianza de la serie sin ajuste, el co-
eficiente de correlacion de Pearson**, 1, que refle-
ja el grado de dependencia entre dos conjuntos
de datos es proximo a 1, por lo que el grado de
bondad del ajuste (12 x 100) tiende al 100%.

De los resultados de esta evaluacion se pudo
afirmar que las diferencias entre los valores de la
temperatura instantaneay los de su aproximacion
son pequefios en relacion con los de la variabili-
dad de la temperatura que es aproximada; y el
grado de bondad del ajuste, mayor al 99%
(99.39% en promedio), reveld que el ajuste apli-
cado explica el 99% de la variabilidad de la tem-
peraturareal y confirma la efectividad del mode-
lo empleado (Figura 7).

Posteriormente se realizaron pruebas que per-
mitieron confirmar la validez del sistema implemen-
tado en todo su conjunto e identificar situaciones
criticas para la toma adecuada de los datos. En
resumen se realiz6 el siguiente tipo de pruebas:

Pruebas Tipo 1

Curva de enfriamiento de dos tejidos simultaneos
(homoinjerto aortico, canal 1, y homoinjerto pul-
monar, canal 2); depositados dentro de una mis-
ma canastilla y en el mismo tanque de nitrégeno
liquido, utilizando Termocuplas tipo T. Ambas cur-
vas siguen el mismo comportamiento, pero existe
una diferencia practicamente constante, cerca-
na a 4°C, en la temperatura de los tejidos durante
el proceso de enfriamiento (Figura 8). Esto carece
de sentido dado que ambas valvulas poseen igua-
les caracteristicas a nivel estructural y se sometie-
ron a condiciones idénticas. Pruebas de este tipo
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Figura 7. Curva de temperatura con aplicacion del ajuste
y sin el mismo.
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Figura 8. Curva de temperatura: diferencia aproximada-
mente constante de 4°C entre el par de series.

fueron realizadas en varias ocasiones obteniendo
repetidamente los mismos resultados.

Es de anotar que el homoinjerto aortico regis-
tra un estado de latencia a temperaturas cerca-
nas a los —30°C que se aleja de lo esperado des-
de la teoria.

En cada prueba, de modo rutinario se asigno al
homoinjerto adrtico el canal 1 y al homoinjerto
pulmonar el canal 2. Confiando en la igualdad
constitutiva y funcional de ambos canales y en el
procedimiento de calibracién! dirigido por perso-
nal técnico de la empresa fabricante de los equi-
pos, se asumié completa simetria.

Pruebas Tipo 2

Se invirti¢ la asignacion de canal a cada tipo de
tejido. Esta prueba arrojo resultados idénticos a los
anteriores, curvas con igual comportamiento, con
una diferencia constante entre una y otra, con la
salvedad que el canal que registré el rango de
temperaturas mas bajas correspondi6 esta vez al
tejido adrtico, y no al tejido pulmonar (Figura 9). Se
confirmé que la diferencia térmica entre ambos
tejidos no se debid a su tipo (adrtico o pulmonar)
sino a un problema de calibraciéon del equipo.

Esto se ve respaldado por los siguientes datos.
Para las dos curvas de enfriamiento anteriores se
tiene: coeficiente de correlacion*** = 0.992; di-
ferencia media = 3.58****

Existe una alta relacién entre la variacion de
ambas curvas, por lo que la diferencia media tien-

** Indice adimensional acotado entre -1,0 y 1,0.
*** Modelo de calculo presentado en la seccion anterior.

**** Rasponde al calculo (y (Catnico ~ Toumonar )/ Newesias dONDE
T es temperatura y N, nUmero total de muestras.
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Figura 9. Curva de temperatura con intercambios de cana-
les: persiste la diferencia de temperatura entre los mismos.

de a ser la diferencia constante existente entre los
dos rangos de datos. Sumando a cada punto de
la curva de enfriamiento del homoinjerto pulmo-
nar el valor de la Diferencia Media, se encontré
gran similitud en el recorrido de ambas curvas. La
Figura 10 muestra tal resultado.

Pruebas Tipo 3

Se procedi6 a la calibraciéon del equipo usando
como referencia un termémetro de mercurio y un
equipo de medicién de temperatura marca FLUKE.
Posteriormente, se realizd un proceso de enfria-
miento independiente para cada tipo de tejido,
tomando en las sesiones los registros de tempera-
tura tanto de modo automaético (Sistema Temper-
Med), como de modo manual (Sistema tradicio-
nal) (Figura 11). Sobre el empaque del tejido a
criopreservar se ubicaron dos electrodos: el corres-
pondiente a la termocupla tipo “T", fijado con cin-
ta de enmascarar, y el electrodo de la termocu-
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Figura 10. Curva de temperatura corregida estadisti-
camente.
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Figura 11. Curva de temperatura de cada tejido con
ambas termocuplas. a) H. a6rtico, b) H. pulmonar.

platipo “K”, igualmente fijado con cinta de enmas-
carar pero con el uso adicional de la grasa pesa-
da, necesaria para garantizar el buen contacto
entre la unién caliente y la superficie del empa-
que del tejido dada la magnitud y forma de este
segundo transductor.

Ambas curvas parten del mismo valor de tem-
peratura dada la previa calibracion del sistema,;
sin embargo las ratas de descenso de temperatu-
ra fueron muy distintas. La temperatura correspon-
diente a lo censado por el sistema TemperMed,
termocupla “T", bajé rapidamente una vez se de-
posité la canastilla con el tejido en el interior del
tanque con nitrégeno, planteando valores razona-
bles de acuerdo a lo conocido empiricamente,
mientras que los datos arrojados por la termocu-
pla “K” determinaron una curva muy lenta, regis-
trando para el tejido aértico temperaturas de 9.3°C
luego de 20 minutos de encontrarse sometido a
temperaturas menores a -100°C; en este mismo
punto, el sistema TemperMed arrojé un dato de -
4.07°C. Para el tejido pulmonar luego de 20 minu-
tos se obtuvo 4°C en el método manual y -9.15°C
con el sistema TemperMed.

Un aspecto de suma importancia es la tempe-
ratura de latencia registrado por cada uno de los
meétodos (Cuadro 1).

A partir de estudios previos, se sabe que a me-
dida que el tejido se acerca a -20°C, la mayoria
de los liquidos extracelulares se han congelado y
el medio restante ha empezado a solidificarse por
lo que la liberacion de calor asociada a la cristali-
zacion de agua rapidamente disminuye en este
punto, entrando en un periodo de latencia en el
que la temperatura permanece practicamente
invariante. Estos datos cuantitativos coinciden per-
fectamente con las mediciones realizadas por el
sistema TemperMed.
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Cuadro 1. Temperatura de latencia registrada por am-
bos sistemas de medicion.

Sistema de medicién Temperatura de latencia

Tejido adrtico Tejido pulmonar

TemperMed (“T") -20.55 -19.25
Sistema tradicional (“K”) -8.7 -8.5

Posterior al periodo de latencia, el descenso de
temperatura contindia y sobrepasados los -60°C las
curvas obtenidas por ambos transductores se unen.
Todo esto permite afirmar que la grasa pesada
empleada para garantizar el contacto entre la ter-
mocupla tipo K y el empaque del tejido, actia
como aislante térmico para la unién caliente de
la termocupla, afectando de modo directo la tem-
peratura registrada por el sistema manual con el
termometro FLUKE.

En la Figura 12 se muestran las mismas pruebas
anteriores superponiendo en un mismo gréafico las
curvas correspondientes a los dos tejidos, adqui-
riendo los datos con el mismo tipo de transductor
y sistema de medicién. Se aprecia la temperatura
de latencia registrada por ambos sistemas de
medicion.

Si bien las graficas son muy similares entre si en
cuanto a tendencia, es clara la presencia de un
nivel de temperatura, anteriormente justificado. Lo
que interesa resaltar es la diferencia existente en-
tre una curva y otra, realizadas en espacios tem-
porales distintos pero procurando garantizar las
mismas condiciones de la prueba. Si bien la tem-
peratura de latencia se conservo, las ratas de des-
censo variaron notablemente de una prueba a
otra. En el proceso de enfriamiento participan
muchas variables a tener en cuenta, que ante mi-
nimas variaciones afectan la evolucion del proce-
so de medicién.

—— Homoinjerto adrtico
a. Termocupla K

—— Homoinjerto pulmonar
b. Termocupla T
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Figura 12. Curva de temperatura comparando en tiempo
de latencia entre ambos tipos de tejidos.

El punto de ubicacién de la union caliente de la
termocupla y tipo de electrodo: fue visible como
una mala ubicacién, un mal contacto y, termina-
lesinadecuadas que exigen la vinculacién de sus-
tancias adicionales al proceso, alteran de modo
drastico los resultados de la curva.

El volumen de liquidos conservantes para los
tejidos: el volumen debe ser mantenido constan-
te, ya que incluso cambios de sélo el 5% generan
alteraciones considerables en la temperatura.

El ndmero de tejidos dispuestos en el interior del
tanque de enfriamiento: una valvula pulmonar y
una valvula aértica pueden ser enfriadas simulta-
neamente, pero mas de dos tejidos liberan dema-
siado calor generando una drastica alteracién no
conveniente para la rata de enfriamiento 6ptima
de 1°C/min.

Las caracteristicas de ubicacion del tejido en
los tanques de congelacion: el tejido debe per-
manecer equidistante a las paredes del recipien-
te, para conservar la condiciones homogéneas
sobre el homoinjerto.

CONCLUSIONES

Este proyecto permitié implementar un sistema que
garantiza el adecuado procedimiento de enfria-
miento de tejidos durante su criopreservacion en
la Clinica Cardiovascular Santa Maria, Medellin-
Colombia, proceso que conlleva la calidad del
tejido criopreservado.

Dicho equipo se dotd de un hardware y un soft-
ware que permite realizar un seguimiento detalla-
do de la curva de enfriamiento de dos tejidos de
modo simultaneo.

Las ventajas del sistema desarrollado frente al
procedimiento manual que se venia practican-
do son:

1. Seguimiento simultaneo sobre dos tejidos,

2. Precision en cuanto a los intervalos definidos
para la toma de cada muestra y el valor de la
misma,

3. Concentracién de los esfuerzos del personal del
laboratorio de valvulas en tareas relevantes y
criticas que exigen de sus conocimientos y ha-
bilidades, en lugar de invertir tiempo valioso en
tareas rutinarias que de modo sencillo y auto-
matico puede desempefar el sistema,

4. Aimacenamiento automatico de los datos como
documento de EXCEL® para su posterior analisis
y comparacion,
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5. Eliminacién de la utilizaciéon de grasa pesada
para garantizar el contacto entre la unién ca-
liente de la termocupla y el empaque del teji-
do. Elemento que afecta la validez de los datos
de temperatura registrados,

6. Utilizacién de dispositivos 6ptimos para los ran-
gos de temperatura trabajados, especificamen-
te termocuplas tipo T, con una superficie de con-
tacto ideal en cuanto a forma y area de
contacto se refiere.
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