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1 INTRODUCCION.,

El presente proyecto presenta una solucion alternativa al proceso de storage o
almacenamiento en frio de los 6rganos en espera de ser transplantados en un paciente
necesitado, por 1o que es una implementacién multidisciplinar, que trenza nociones de
Medicina e Ingenieria para obtener un prototipo de un sistema de control y
monitorizacion de la conservacion del corazon.

Los trasplantes de corazon se realizan cuando los 6rganos correspondientes al
paciente han sufrido lesiones irreparables, como ocurre en los infartos de miocardio y en
diferentes miocardiopatias, dilatadas e hipertroficas. Actualmente tienen una tasa
aceptable de éxito, pero deben ser realizados Unicamente en centros médicos
especializados. Desde que en 1967 € cirujano surafricano Chistiaan Barnard llevd a
cabo el primer transplante de corazdn, han surgido multiples soluciones, fruto de la
investigacion conjunta de profesionales de diversas ramas de la Ciencia y la Técnica,
para solucionar tanto el problema del rechazo del 6rgano en e cuerpo del nuevo
receptor como la cuestion de la conservacién del corazén vivo en e intervalo de tiempo
que transcurre entre e momento de la extraccién del donante hasta que se puede
transplantar en la otra persona receptora.

En principio € mayor problema fue la tendencia natural del organismo a
rechazar |os tejidos ajenos, el cua fue solucionado por la Medicina a principios de la
década de 1980 con e empleo de farmacos inmunosupresores, en particular la
ciclosporina. Por su parte la Criobiologia se ha encargado del problema de la
conservacion y almacenamiento de los 6rganos, partiendo del estudio de los sistemas
vivos a cualquier temperatura por debgjo del rango esténdar fisiolégico: resistencia y
susceptibilidad a frio en plantas, insectos y vertebrados, procesos de congelaciéon y
secado, sobreenfriamiento, criocirugia, congelacion y criopreservacion.

Este proyecto se une a esta linea de investigacion de la Bioingenieria, que aplica
los principios de ingenieria y procedimientos de disefio para resolver problemas
médicos. Seguird en particular la conclusion a la que ha llegado la Criobiologia de
utilizar las temperaturas bajo cero en e almacenamiento de los érganos, con la
implementacion de una mejora de anteriores intentos de fabricacion de una méaguina de
Langendorff para la conservacion del corazon en frio. La criopreservacion consiste en
mantener las muestras biolégicas en un estado de “animacién suspendida® a
temperaturas criogénicas (temperaturas mas bajas del rango estédndar fisioldgico).

Se ha observado que durante el enfriamiento del 6rgano, para evitar que se
congelen los tegjidos con su consiguiente destruccion, es muy aconsejable la inyeccién
de anticongelante, diluido en agua para que resulte menos toxico. Esta maguina de
Langendorff consta de dos bombas peristalticas que toman de sus bafios respectivos
ciertas cantidades de anticongelante y otras dos bombas peristalticas que propulsaran de
otros dos bafios otros volimenes de agua. Estas cuatro cantidades se mezclaran en una
sola, que se inyecta automaticamente a corazon a cierta temperatura y en cierta
concentracion, adecuadas en cada instante para las condiciones necesarias para su
supervivencia. Este sistema de cuatro bombas esta controlado desde un ordenador, que
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realiza todas las funciones de procesamiento para permitir un control independiente de
la temperatura 'y de la concentracion de la disolucién total, asi como las funciones de
interfaz con el usuario de la maguina. Asi mismo existe también la posibilidad de
implementar un primer prototipo con tan solo dos bombas, en la que la concentracion
viene ya determinada, una vez que seleccionamos la temperatura deseada de la mezcla
total.

1.1 JUSTIFICACION DE LA NECESIDAD DEL PROYECTO.

A continuacion se presenta un andlisis de las motivaciones que hacen necesario
el desarrollo de esta méaquina de Langendorff, tanto en su version de 2 bombas como
con 4 bombas, que presenten control independiente de la concentracion y la
temperatura

1.1.1 DEFICIENTESRESULTADOSDEL CORAZON ARTIFICIAL.

Desde la década de 1950 se han desarrollado progresivamente los corazones
artificiales. En 1966 se implanté con éxito por primera vez una bomba auxiliar de
propulsion como una medida transitoria, y a menos un dispositivo de este tipo se
mantuvo activo durante varios afios. En 1969 se implantd € primer corazén artificial en
un ser humano, de nuevo como medida temporal.

El primer corazén artificial permanente, disefiado por Robert Jarvik fue
implantado en 1982 a un paciente gue sobrevivio tres meses. Desde aquel momento
gran nimero de pacientes han recibido € corazén artificial de Jarvik y otros corazones
artificiales, pero, los pacientes que sobreviven tienen tendencia a sufrir accidentes
cerebrovasculares y otros problemas.

Durante los primeros meses de 1980, el doctor William DeVries implanto el
corazén artificial Jarvik-7 en pacientes graves. Aungue uno de los pacientes con un
Jarvik-7 implantado sobrevivio 620 dias, este corazdon artificial causd muchas
complicaciones médicas serias. En € presente, 10s corazones artificiales se usan solo de
manera temporal, hasta recibir un corazén humano adecuado.
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Fig.1. Corazon artificial Jarvik

Todo esto nos lleva a pensar que la solucién definitiva para €l paciente es recibir
otro corazon de la misma naturaleza, por lo que los estudios deben centrarse en mejorar
esta técnica que reduce el rechazo del organismo, mas tolerante a los tejidos humanos
gue a un artefacto artificial que bombee la sangre y que ademés elimina el riesgo de las
complicaciones circulatorias y las lesiones cerebrales.

1.1.2 POSIBILIDAD DE CREAR “BANCOS DE ORGANOS'.

Una vez elegido e corazon humano como mejor sustituto de é mismo y
solucionada por la Medicina la cuestion del rechazo con € empleo de farmacos
inmunosupresores, en particular la ciclosporina, sdlo quedan buscar los caminos para
conservar €l corazdn durante e tiempo intermedio entre la extraccién y laimplantacion.
Asi este proyecto se hace necesario para alargar la vida del corazdon que va a ser
transplantado, mejorando sus condiciones de conservacion a ser completamente
controladas y monitorizadas por un ordenador. Asi podria pensarse que si la técnica de
almacenamiento de 6rganos fuese concienzudamente estudiada y mejorada, podriamos
tener grandes reservas de corazones conservados en frio, de modo que en cuaquier
instante que se requiriese un transplante, habria un érgano disponible y se eliminaria el
problema de encontrar un corazén adecuado en un tiempo tan gjustado como el que se
requiere actualmente.

La novedad del proyecto es que persigue la preservacion y posterior
almacenamiento del corazén humano prescindiendo de la técnica de hipoter mia que es
la que se utiliza actualmente y con la que se consigue tan solo unatasade 4 a6 horas de
vida del 6rgano preservado. Se sigue otra nueva técnica llamada enfriamiento
criogénico, que persigue la capacidad de amacenamiento indefinido, y que aumente
espectacularmente € tiempo de criopreservacion del corazon sin que se produzcan
darios celulares.
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Se elige como técnica de conservacion el frio, y para evitar que crezca hielo
dentro del 6rgano, destruyendo irreparablemente tegjidos, la méquina que desarrollamos
en este proyecto inyecta autométicamente en el corazén un anticongelante diluido. Esta
disolucién inyectada no tendra siempre las mismas propiedades durante todo el proceso
de almacenamiento (storage) del corazén. Su temperaturay concentracién irdn variando
a medida que transcurre el tiempo, segun cierto perfil elegido por el especidista,
basdndose en la idea de que € crioprotector seré tanto menos toxico cuanto més frio
esté el corazon.

1.1.3 AUTOMATIZACION DE LA CRIOPRESERVACION.

El cirujano tan sblo tendra que elegir e perfil de temperaturas y concentracion
de la disolucion, que se inyectard automaticamente en el corazon, alo largo del tiempo
que se requiera para tener enfriado e érgano y que quede en las condiciones ideales
para poder permanecer en espera hasta poder realizar la operacién de trasplante. De este
modo, €l cirujano queda libre de estatarea de ir variando manual mente | as temperaturas
de los barfios de soluto y disolvente y de ir cambiando los voliUmenes que toma de cada
bafio en cada uno de los intervalos de tiempo que requiere la conservacion y
almacenamiento del érgano atransplantar. Se reduce por tanto el probable error humano
que apareceria a requerir tanta rapidez, exhausta atencion y habilidad manual la tarea
de ir variando todos estos pardmetros secuencialmente y en un largo periodo de tiempo
de hasta varias horas. Todo €llo es posible gracias a control automético que ofrece esta
maguina, por su soporte software de procesamiento de datos, calculo de acciones de
control y salidas de datos anal 6gicas para las bombas que actlian de dispositivos pasivos
y controlados.

De la misma manera e Organo queda expuesto smplemente al frio y a la
disolucion inyectada, sin necesidad de ser manipulado continuamente por el médico,
con €l riesgo de alteracién e introduccién de ruidos que podrian variar negativamente
sus condiciones de conservacion.

Nuestra maquina presenta la ventaja de poseer unainterfaz con € usuario, por lo
que los pardmetros son totalmente libres cada vez que gecutamos € programa 'y por
tanto iniciamos € proceso de conservacién de un 6rgano. Dicha interfaz es comoda de
usar, sencilla 'y de atractiva apariencia, consistiendo en tres simples tablas donde €l
cirujano introduciria las distintas temperaturas, las distintas concentraciones de las
disoluciones y los instantes de tiempo significativos en los que quiere que se produzca
un cambio de concentracion en la sustancia inyectada en el corazon. Una vez
introducidos estos datos, €l usuario acaba con su mision y pasa a gjecutarse €l programa
software residente en e disco duro de nuestro PC y en tiempo rea las bombas
peristalticas comienzan a administrar las cantidades solicitadas, a las temperaturas
deseadas en cada instante, para que la mezcla total inyectada en el corazon cumpla con
el perfil especificado por el usuario como entrada del programa.

Otra de las ventgas que aporta e hecho de que todo e control de
amacenamiento y conservacion del corazén sea automatico y controlado por un
ordenador, es que el médico encargado de mantener vivo €l érgano pueda ocuparse de
otras funciones también Utiles, como realizar un electrocardiograma (ECG) para ver la
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correcta evolucion del corazon. El electrocardiograma registra la actividad eléctrica del
corazén. Un impulso eléctrico, generado en e nddulo sino-auricular, precede a cada
contraccion del musculo cardiaco; las ondas dibujadas en un ECG trazan €l recorrido de
estos impulsos tal y como se propagan en e corazon. Las irregularidades del ECG
reflgjan trastornos en el musculo, en el aporte de sangre neural o en e control neuronal
del corazon.

lo Alarm Recording Available

MMJrM : 172

Blag PP F124/90
WA (107

Setup ECG

ECG - Alarm Limits
Bandwidth : | 71-167
Diselay pulse rate |

Alarm parameter

Hank Morgani=cience ZourceiPhoto Rezearchers, Inc. _ _

Fig.2 Electrocardiograma

En vista de los resultados que arrojara progresivamente € electrocardiograma,
en caso de que el corazdn esté respondiendo andmalamente y pueda requerir un cambio
de tratamiento, sin detener e programa podria introducir un nuevo perfil mas drastico
que podria acelerar la supervivencia del érgano conflictivo, y sin pérdida alguna de
tiempo porque durante la introduccién de los nuevos datos € programa ha seguido
gjecutandose y por tanto inyectando al corazon la disolucién inicialmente programada.
Una vez introducido el nuevo perfil, tan solo ha de detener e programay arrancarlo de
nuevo, lo cual le llevaria escasos segundos y en los que las bombas seguirian
funcionando por minima inercia Asi e corazon no ha sufrido una supresion de
disolucién aunque se hareiniciado la maquina.
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1.2 ENTIDADESPARTICIPANTES.

Para e desarrollo del proyecto es necesario contar con un grupo de trabao
multidisciplinario que engloba a Ingenieros, Fisicos, Médicos, etc, lo cual genera sin
duda un grupo importante de recursos humanos con informacion especializada sobre
aspectos concretos de la conservacion criogénica. Ello permitira plantearse retos
cientifico-tecnolégicos de especial relevancia que pueden concretarse en futuros
proyectos de gran interés, involucrando instituciones, empresas publicas y privadas,
centros de investigacion etc. con intereses cientificos, tecnoldgicos o empresariales. De
estaformaal final del proyecto estariamos en la situacion Gptima para crear un grupo de
trabajo en e campo de la Ingenieria Biomédica con posibilidades reales de afrontar
nuevos retos cientifico-tecnol 6gicos.

121 ESCUELA SUPERIOR DE INGENIEROSDE SEVILLA.

Lalnvestigacion y Desarrollo (1+D) se concentra en los distintos Departamentos
y Laboratorios, cuyafinalidad es servir de gemplo en el proceso de trasvase delal+D a
la demostracién y a la produccién. La infraestructura disponible para la prestacion de
servicios tecnoldgicos hacen posible las actividades que se encuadran en el marco del
presente proyecto:

v' Material necesario paralaimplementacion.

v’ Laboratorios paralarealizacion, ensayosy pruebas del prototipo.

v Proyectos de innovacion.

v" Formacioény difusion cientificay tecnol6gica

122 HOSPITALES UNIVERSITARIOS VIRGEN DE LA MACARENA Y
VIRGEN DEL ROCIO.

Mediante la participacién en el presente proyecto de algunos sectores de dichos
Hospitales, relacionados con la Biofisica y la Cardiologia, se profundizara en la
utilizacion de las técnicas de criopreservacion de Organos, aportando parte de su
instrumentacion, conocimientos y tecnologia, y extrayendo previsiblemente de la
colaboracion la oportunidad de mantener y potenciar la existencia de profesionaes
formados en dichas técnicas.

Esta interaccion con e personal médico nos permite poder experimentar la
maguina de Langendorff con corazones de animales, tales como ratas, conegjos y cerdos,
extraidos en laboratorios experimentales, y poder ver asi e correcto funcionamiento de
la méaquina, la criopreservacion de estos 0rganos y observar si se produce la esperada
reversibilidad funcional del corazon tras haber sufrido e proceso de enfriamiento
criogénico.
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2 OBJETIVOSY ALCANCE.

21 OBJETIVOS.

211 OBJETIVOSGENERALES.

El presente proyecto esta orientado fundamentalmente hacia la criopreservacion
de 6rganos y pretende como objetivo principal desarrollar un prototipo de la méquina de
Langendorff, usada como herramienta para conservar y almacenar €l érgano en esperaa
ser transplantado. Se disefiarén 2 prototipos de méaguina:

v" Un primer modelo con 2 bombas. Se tendra Unicamente control sobre la
temperatura de la disolucién inyectada en e corazén, dejando la
concentracion como parametro depediente. En este primer modelo se evalGa
el funcionamiento de la técnica de criopreservacion escogida para que €l
modelo constituya asi un primer paso solido para sucesivas mejoras del
sistema.

v' Un segundo modelo con 4 bombas. Es € resultado de una pequefia
generalizacion en las ecuaciones mateméticas que rigen € sistema de 2
bombas, teniendo como resultado en este segundo modelo de la méquina un
control independiente de la temperatura y la concentracion del agente
crioprotector que inyectamos al enfriar €l érgano.

Otro objetivo es abarcar también las investigaciones necesarias para lograr la
correcta funcionalidad del sistema, asi como las pruebas, optimizaciones y validaciones
necesarias para una eficaz conservacion de los 6rganos criopreservados, y también las
actividades colaterales que degjen a conjunto en condiciones de abordar su fabricacion.

Este proyecto es la continuacion 6gica de los trabajos realizados por fisicos y
medicos a la hora de determinar tedricamente las condiciones fisicoquimicas, biofisicas,
cinéticas, etc... més apropiadas para conservar un corazon, los cuaes nos han permitido
validar laidea expuesta mediante la construccion de un prototipo de experimentacion.

De forma general, los objetivos del proyecto son:

1. Desarrollo de un prototipo que permita la criopreservacion y posterior
amacenamiento en frio del corazén humano, sin usar la técnica de
hipotermia que se utiliza actualmente y con la que se consigue una tasa de 4
a 6 horas de vida del 6rgano preservado, y desarrollando por tanto la nueva
técnica del enfriamiento criogénico, que persigue la capacidad de
almacenamiento indefinido.

Una vez estudiado e enfriamiento criogénico y € fundamento de una
maguina de Langendorff y demostrada la viabilidad de |a criopreservacion
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de 6rganos a temperaturas criogénicas, €l objetivo natural siguiente ha de ser
desarrollar un prototipo de la méquina mejorada por el control independiente
de la temperatura y la concentracion, y experimentar con 0rganos animales,
ya que tan solo se trata de un prototipo y no se podria experimentar
arriesgando vidas humanas que realmente necesitan un érgano que podria ser
criopreservado sin éxito en nuestros experimentos.

Estudio de la metodologia de la criopreservaciéon de Organos, de la
termodindmica del enfriamiento celular, los aspectos fisico-quimicos y
biofisicos de laformacion de higlo.

Determinacion del perfil ideal de temperaturas'y concentraciones que recibe
como entrada la méquina de L angendorff.

Que a laterminacion del proyecto se disponga de los elementos cientificos,
técnicos y documentales necesarios para abordar la fabricacion de la
maguina de Langendorff con un control independiente de la temperaturay la
concentracion.

212 OBJETIVOSDESGLOSADOS.

L os objetivos general es descritos pueden desglosarse en otros més especificos de
lasiguiente forma:

v

v

Profundizacién en | as técnicas de criopreservacion de 6rganos en frio.
Optimizacién de la velocidad de enfriamiento del érgano.

Estudio de las concentraciones del anticongelante, que no deben ser
demasiado altas para que no resulten dafiinas al inyectarlas en €l corazén.

Estudio de las concentraciones del anticongelante, que deben ser
suficientemente altas para evitar laformacion de cristales, a inyectarlas en €l
corazon.

Determinacién de la curvaideal de concentraciones alo largo del tiempo.

Determinacion del perfil ideal de temperaturas alo largo del tiempo.

Especificaciones sobre la tasa de muestreo de la curva continua de
temperaturas propuesta por el usuario de la méaguina.

Registro de la aparicion de la actividad eléctricay mecanica del corazon tras
la criopreservaciOn para comprobar su reversibilidad funcional .
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v

Estudio de las caracteristicas de |la tarjeta de adquisicién de datos instalada
en el PC que controlatodo €l sistema.

Disefio conceptual del sistema completo a partir de los recursos reales de los
que se dispone.

Calibraciones para conseguir e funcionamiento en tiempo real de la méguina
de Langendorff.

Estudio del tiempo de respuesta de la maguina.

Estudio de la compatibilidad eléctrica, conectores y niveles de tensién, entre
las salidas analdgicas de la tarjeta del PC y las bombas peristélticas
disponibles parael sistema.

Determinacion de la relacion entre la tension aplicada y e caudal que
suministran las bombas peristalticas integradas en €l sistema.

Disefio con materiales aislantes de los tubos e interconexiones que
transportan los fluidos bombeados, para que minimicen las pérdidas térmicas
y no se atere la temperatura de los liquidos que transportan durante su corto
trayecto hasta su inyeccion en el érgano tratado.

Estudio de pérdidas térmicas introducidas por la temperatura de la habitacién
y no idealidades de | os aislantes empl eados.

Modelado de las pérdidas en un factor de correcion, adecuado al rango de
temperaturas de trabagjo, que optimice e bucle abierto en & que trabagja €
sistema.

Disefio de la aplicacion software para la maguina de Langendorff con control
independiente de temperaturay concentracion.

Disefio de la aplicacion software para la méaquina de Langendorff con control
exclusivo de temperatura, para que sirva de primer paso en la prueba de
implementacion fisica de la maguinay en laintegracion del software con el
hardware.

Disefio de una interfaz grafica sencilla para € usuario, donde sblo se le
muestren sus entradas de datos y aguellos valores que le pueden resultar de
interés durante la gjecucion del programa. Asi se evita que €l usuario tenga
gue acceder a los blogues de programacion para introducir sus datos o
visualizar otros, porgue los pardmetros de interés son monitorizados en una
atractiva presentacion.

Construccion automética via software de una gréfica que represente frente a
tiempo las temperaturas seleccionadas por e usuario, para aportarle una
mayor comprension de lavelocidad de enfriamiento sel eccionada.
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v

Elaboracién de documentacion para difusion del proyecto por Internet a
través de la pagina web de criopreservacion del Grupo de Investigacion del
Departamento de Fisica Aplicada.

Elaboracion de documentacion detallando los subsistemas software en los
gue se dividen las dos aplicaciones disefiadas, para los sistemas de 2 y 4
bombas, que permitan un conocimiento més profundo de los mecanismos de
control de la méquina de Langendorff implementada.

2.2 ALCANCE.

El proyecto incluye las siguientes actividades:

v

Busqueda de documentacion acerca de las técnicas de criopreservacion de
Organos, recogida de estudios y articulos méas recientes, andlisis de los
ultimos avances en la criogenizacion, estudio detallado de aspectos
fisiolégicos, fisicos y quimicos del corazén como 6rgano vivo, andlisis de la
termodinamica del enfriamiento celular.

Participacién en los Seminarios organizados por € tutor del proyecto, para
gue todos aquellos proyectos relacionados con la criopreservacion de
Organos estén interconectados y mutuamente enriquecidos por la experiencia
y las investigaciones realizadas por cada uno.

Disefio tedrico de un prototipo de la maguina de Langendorff en sus dos
versiones. con control independiente de temperatura 'y concentracion y con
control exclusivo de latemperatura.

Implementacién software de ambos prototipos mediante programacion.
Pruebas del softwarey consecuentes modificaciones del mismo ante errores.

Implementacién hardware del prototipo mediante conexionado adaptado de
las bombas peristalticas.

Pruebas del hardware y modificaciones en los componentes electro-
mecanicos del montaje y en sus conexiones.

Integracion de los elementos software y hardware de la méaquina.
Calibracion para gjustar latemporizacion y sincronizacion del sistema.

Calibracion para gjustar la funcién de transferencia entre la tensién que
reciben las bombas peristalticas y el caudal de fluido que suministran.

Estudio de pérdidas térmicas y modelado de las mismas, para introducir un
factor de correccion de temperatura en el sistema, para € rango de
temperaturas tipico de trabgjo.
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v" Observacion de lareversibilidad funcional del corazon.

v' Difusion del proyecto. Esto incluye la realizacion de un documento sobre el
mismo, la aportacion a la pagina de web de criopreservacion que mantiene el
Grupo de Bioingenieria, y la posible publicacion de articulos en alguna
revista cientifica, asi como posibles presentaciones posteriores en congresos.
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3 ANALISISPREVIO. SITUACIONACTUAL.

Antes de abordar una descripcion global de la solucién adoptada para aportar un
nuevo procedimiento de criopreservacion de 6rganos, y profundizar posteriormente en
una descripcion por subsistemas de la maquina de Langendorff implementada, resulta
inevitable realizar un breve recorrido por los antecedentes generales que arrojan luz
sobre este proyecto, y analizar |os resultados de multiples investigaciones desarrolladas
con anterioridad en este campo de criogenizacion. Asi mismo, sentaremos las bases
fisiologicas, fisicas y técnicas que dan paso al disefio completo de una méaquina de
Langendorff basada en control por ordenador.

3.1 ANTECEDENTESGENERALES.

La busgueda de soluciones a problema de los transplantes, la conservacion de
Organos una vez extraidos del paciente donante y aln no implantados en la persona
receptora, las consecuencias de la conservacion sobre el metabolismo y funcionalidad
del drgano, se ha intentado desde hace mucho tiempo tanto desde € punto de vista
puramente médico-quirdrgico como planteando alternativas en e campo tecnolégico.
Las soluciones médico-quirdrgicas se han centrado en € tratamiento con sustancias
inmunosupresoras para evitar € rechazo del 6rgano, técnicas de hipotermia para
conservar el 6rgano durante un espacio reducido de horas, inyeccién de soluciones
cardioplgjicas cristalinas en e 6rgano, ensayos de criopreservacion con células aisladas
como primera aproximacioén ala criopreservacién de 6érganos enteros, €tc...

Este proyecto de criopreservacion se encuentra con |os antecedentes de Bijan S.
Khirabadi y Gregori Fahy, con sus trabajos desarrollados sobre transplantes de rifién de
congjo perfundido con EC (Euro-Collins solution) y RPS-2 (renal preservation solution)
a 2-4°C durante 5 horas. La perfusién fue gjecutada por un sistema controlado por
ordenador. Dicho sistema inyectaba y eliminaba la disolucién propuesta y en tiempo
real podia monitorizar, corregir, mostrar y grabar la resistencia vascular, € cauda de
perfusion, la presion de perfusion y latemperatura de las venas y arterias, consiguiendo
unas tasas de supervivencia elevadisimas. Sus experimentos fueron la primera evidencia
de que un 6rgano sensible de un mamifero podia tolerar perfusion, sin perder su
funcionalidad, con una concentracion de crioprotector capaz de producir vitrificacion.
Anteriormente se sabia que € tgjido renal podia resistir exposiciones a soluciones de
vitrificacion, asi como los tejidos de musculo que no necesitaban recirculacion de la
sangre, pero era el primer experimento en demostrar que el sistema vascular también
podia mantener su integridad tras tal exposicion.

También contamos con el referente cercano de la tesis doctoral de Encarna
Gutiérrez-Carretero, que también congtituye otro acercamiento a la técnica de
criopreservacion de tejidos, en e que no se utiliza una maquina sino que todos |os
cambios de concentraciéon y temperatura se llevan a cabo manuamente. En estos
experimentos, la temperatura de la solucion crioprotectora cambiaba en escalén, en
lugar de hacerlo gradualmente entre valores muy proximos que asemejaran un perfil
continuo de temperaturas frente al tiempo. Estos cambios de temperaturas parecen ser
muy bruscos para conseguir una adecuada respuesta de los tejidos, por 1o que optamos
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por un perfil de temperaturas continuo en €l desarrollo de la méquina de Langendorff
presentada, en sus versiones de 2 y 4 bombas. Esto se consigue gracias al software, que
en sus labores de procesamiento incluye la de interpolar entre todas las temperaturas
introducidas por el usuario de la méquina, para construir un perfil continuo y que €l
corazén reciba cambios de temperatura muy graduales. En agquellos experimentos, al no
ser controlados por una maquina, la temperatura ala que se sometia el 6rgano cambiaba
bruscamente de un valor a otro, sin recorrer la recta de temperaturas que puede
obtenerse de interpolar ambos valores. EI cambio de temperaturas era abrupto ya que
ambas temperaturas pueden estar escalonadas en decenas de grados centigrados. Con el
software del prototipo de maguina de Langendorff desarrollado, ahora la temperatura
podriavariar incluso de centésima en centésima.

En los experimentos de Gutierrez-Carretero, se procedié a la preservacion del
organo inyectando en e corazén un anticongelante diluido en agua, concretamente
polietilenglicol (PEG) a 5%. “La adicion de PEG a fluido de perfusion protege a
corazon frente a dafio tisular por criopreservacion” fue una de las conclusiones de su
tesis y se convierte ahora en un valioso punto de partida para la maquina de perfusion
que se ha desarrollado en el presente proyecto.

3.2 FUNDAMENTOSFISIOLOGICOSDEL PROYECTO.

Laingenieria que se desarrolla para la creacién de una méaquina de Langendorff
capaz de conservar un corazén por frio criogénico, ha de ser fiel seguidora de los
principios fisiologicos que rigen e funcionamiento del corazén, sus condiciones
necesarias para vivir, € efecto del frio sobre un 6rgano, las consecuencias de la
inyeccién de sustancias externas sobre 1os tejidos y 1os estudios sobre la reversibilidad
de la técnica preservadora. Solo partiendo de estos solidos cimientos, se puede disefiar
un prototipo de méquina, que parta de las especificaciones concretas en las que se
condensan todos esos principios fisiol 6gicos.

321 BASESFISIOLOGICASDE LOSTRANSPLANTES DE CORAZON.

Desde que en 1967 se llevara a cabo €l primer transplante de corazén, en su
aplicacion han surgido dos principales problemas, los provenientes del rechazo del
corazén por el cuerpo del receptor y los derivados de la conservaciéon del tegjido
miocardico desde el momento de la extraccion hasta el de laimplantacion en persona.

3.2.1.1 Problemade rechazo detejidos

Los principales problemas que se presentan en el transplante de coraz6n no
proceden de la técnica quirdrgica, sino del rechazo del 6rgano donado por el sistema
inmunol égico del receptor. Esto sucede porgue todos |os tejidos corporales contienen un
conjunto de determinantes antigénicos propios de la persona como son € sistema HLA
y €l grupo sanguineo. El sistemainmunoldgico del receptor considera extrafios algunos
de estos determinantes antigénicos del érgano donado, y en consecuencia produce una

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria 3-3

respuesta contra ellos. El éxito de las técnicas de transplante depende en gran medida
del desarrollo de procedimientos capaces de suprimir de manera transitoria esta
respuesta inmune hasta que € érgano trasplantado se establezca en € nuevo huésped.
Los féarmacos inmunosupresores incluyen los corticoesteroides y sobre todo la
ciclosporina. El éxito de los transplantes también se consigue gracias a los sistemas
nacionales e internacionales de seleccién de pargjas donante-receptor, que sean
parcia mente histocompatibles. En ocasiones ademés se emplea la radiacion.

Sin embargo, a suprimir e sistema inmunoldgico del receptor, € 6Organo
transplantado es susceptible a las infecciones virales. Estas son la causa del fracaso de
muchos trasplantes, y a veces de la muerte del receptor. Las posibilidades de rechazo
son mucho menores cuando el érgano trasplantado procede de un familiar en primer
grado, debido a que los determinantes antigénicos son mucho méas compatibles, y en €l
mejor de los casos (gemelos idénticos), exactamente iguales. El sistema de antigenos
gue determina la posibilidad de rechazo se denomina sistema HLA, y la busgueda de
compatibilidad donante-receptor se estudia através de este sistema.

En principio e mayor problema en los transplantes fue esta tendencia natural del
organismo a rechazar los tgjidos genos, € cua fue solucionado a principios de la
década de 1980 con e empleo de farmacos inmunosupresores, en particular la
ciclosporina. Dicha sustancia se da de forma natural en ciertos hongos noruegos,
Tolypocladium inflatum, y sus propiedades médicas fueron observadas por primera vez
en 1972 por un bioquimico suizo. La ciclosporina bloquea especificamente la actividad
de ciertas células del sistema inmune denominadas linfocitos T, las cuales, en
combinacion con otras células de la sangre, podrian atacar los tejidos de los 6rganos
trasplantados.Esto hizo posible que € nimero de pacientes con un trasplante de corazon
gue sobrevivia méas de un afo fuera incrementandose, aunque la administracion de la
ciclosporina se debe efectuar bajo estrecha vigilancia porque existe algun riesgo de
lesion renal grave. En 1996 se optd por la aplicacion de un nuevo farmaco |lamado
tacrélimus por sus demostradas ventgjas frente a uso comin de la ciclosporina. En la
década de 1990, se consiguid que la tasa de supervivencia de pacientes trasplantados
aumentara de cinco a diez afios después del transplante. En el 2001 se empez6 a
comercializar un nuevo inmunopresor llamado sirolimus que es preferible a los dos
anteriores por |os resultados observados.

3.2.1.2 Problema dela conservacion delos ér ganos.

Esta es la cuestion en la que realmente la Ingenieria puede colaborar con la
Medicina, con continuos estudios fisico-quimicos de los tgjidos e implementaciones
reales de |as soluciones que se extraen del resultado de |os experimentos.

En la actualidad no existen bancos de érganos porque las vitaminas se oxidan,
las proteinas se desnaturalizan... al intentar conservar los 6rganos. Sin embargo estas
reacciones quimicas se producen mucho mas lentamente si trabgjamos en frio, por lo
gue todos esos procesos de oxidacion, desnaturalizacion, etc... se ven retardados
(Arrenius), pero € problema de enfriar es la formacion de cristales, que ademas crecen
porque la Termodinamica favorece este crecimiento para alcanzar una configuracion
energética més estable. Este crecimiento de cristales resulta muy dafino para los
organos.
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Para la preservacion del érgano en frio usaremos la técnica de enfriamiento
criogénico, para aargar los tiempos de conservacion admisibles que consigue la técnica
de hipotermia. El corazon tiene una conductividad térmica finita, por lo que € frio
necesita su tiempo para penetrar todo €l 6rgano y que no solo esté enfriado en su parte
exterior. Una vez enfriado hasta atas temperaturas, se observan dafios celulares
producidos por:

v Laformacion de hielo, que provoca dafios intracelulares y extracelulares.

v El frio, que también provoca un dafio de enfriamiento en los tejidos,
disminuye el agua, aumentan los solutos y se incrementa la toxicidad de la
célula

Como solucion, usaremos agentes criopr otector es que inyectados en € rgano
tienen un efecto anticongelante, porque consiguen un descenso crioscépico, evitando la
formacion de los cristales de hielo tan dafiinos para las células. Elegimos inyectar
disoluciones de estos agentes crioprotectores durante el tiempo de perfusion del corazon
porque ofrecen estas propiedades:

v' Bgjan € punto de enfriamiento.
v Disminuyen laformacion de cristales de hielo.

v Decrementan la probabilidad de lesiones celulares.

Entre los agentes crioprotectores, encontramos 10s que son penetrantes en la
célula porque consiguen atravesar la membrana celular y 1os no penetrantes, entre estos
altimos se encuentran la glucosa o € polietilenglicol (PEG). El anticongelante es Util en
cuanto evita la formacién de cristales de hielo, pero hay que tener en cuenta que su uso
como agente crioprotector resulta toxico, aunque su toxicidad para el tejido miocérdico
disminuye a descender la temperatura. Utilizando concentraciones bgas para no
intoxicar la célula, optaremos por e segundo tipo de sustancia anticongelante, por las
siguientes razones.

v Alto Peso Molecular.
v" Veocidad de enfriamiento rapida.

El enfriamiento criogénico puede hacerse lenta o rapidamente aunque optamos
por una velocidad moderada porque las vel ocidades extremas de enfriamiento presentan
inconvenientes y acaban igualmente originando lisis celular. Por gemplo, 4.5 °C/min
seria del orden de magnitud de las velocidades intermedias. La velocidad de
enfriamiento puede producir la formacion de cristales de hielo o la deshidratacion
celular, resultando ambos efectos iguamente dafiinos para los tejidos que queramos
preservar.
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v Enfriamiento rapido:

Aungue tedricamente a altas velocidades de enfriamiento las moléculas
no tienen tiempo a reorientarse para formar cristales de hielo, en la
realidad se forman pequefios cristales.

v" Enfriamiento lento:

Aumenta el tiempo de cambio de estado, se incrementa la osmolaridad
celular y se produce deshidrataciéon celular. La concentracion de sales
en la célula es muy alta por o que se encuentra sobreenfriada.

3.22 BASESDE LA CRIOBIOLOGIA.

La Criobiologia estudia los sistemas vivos a cuaquier temperatura debajo del
rango estandar fisiologico. Esta Ciencia resulta interesante s pensamos que la
Naturaleza ha tardado millones de afios para que los organismos se adapten a la dureza
de las bgas temperaturas, y finamente ha conseguido reconciliar los principios de la
fiscay de la biologia. A continuacién veremos algunos de los aspectos de los que se
encargala Criobiologiay que tomaremos como base para €l desarrollo del proyecto.

3.2.2.1 Susceptibilidad v Resistencia en la Natur aleza.

v" Reino vegetal.

Se han observado ramas de arboles que pueden sobrevivir a la inmersién en
nitrogeno liguido tras un adecuado acondicionamiento inicial, gracias a que fabrican
proteinas y azlcares que permiten a citoplasma convertirse en un cristal a unas
temperaturas sobre 30 y 40 bgjo cero; unavez que las células de las plantas se vitrifican,
son inmunes a la mayoria de las excusiones de las bajas temperaturas. Incluso algunos
liquenes consiguen vitrificarse sin esta previa cristalizacion.

Ciertas plantas tienen control del hielo que se forma al someterse a bajas
temperaturas gracias a la elaboracién de una barrera fisica entre sus areas sensibles
(meristemos). El agua abandona los meristemos y se deposita congelandose en € érea
tolerante al hielo, sin que pueda crecer € hielo a través de la barrera para invadir y
matar 1os meristemos, de modo que sobreviven la deshidratacion y por tanto el invierno.

Estos estudios nos indican que en nuestro proyecto uno de los grandes objetivos

debera ser evitar laformacién de hielo en € corazén durante € proceso de enfriamiento,
porque dafiaria los tejidos irreparablemente.
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Fig.3 Célulavegetal.

Fig. 4 Citoplasma.
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v Reino animal.

Encontramos que una de las especies de rana, ciertas tortugas, serpientes y
salamandras pueden exponer todos sus érganos internos a severa congelacion arelativas
atas temperaturas (sobre —6°C) durante semanas con una recuperacion espontanea tras
el deshielo. Esto se consigue porgue estos animales elaboran agentes crioprotectores
naturales, como la glucosa y € glicerol, y ademas tienen la habilidad de poder
controlar lalocalizacion del hielo, depositando la mayoria de éste en las zonas externas
asus organos, en lugar de en su interior.

También algunos insectos elaboran proteinas con efecto anticongelante para
prevenir la formacién de hielo incluso cuando estan por debagjo de sus puntos de
congelacion y de hecho ya contienen hielo. Los peces polares son otro gemplo de
animales que elaboran proteinas anticongelantes, que les permiten vivir sin que se forme
hielo y aungue se encuentren hasta 1°C por debajo de su punto de congelacion.

Fermbrana nuclear Mucleoplasma

Reticulo
endoplasmmatico
rugoso

Mt ocondria

Cromatina Miclen

Muclealo

Lisosomna .
Centrialos

hpatato de
Galgi

Ribosamna

Citoplasma

Reticulo
endoplasmatica lizo =

Mernbr-ana plasratica

& Microsoft Corporation. Reservados u:udu:us los derechos.

Fig.5 Célulaanimal.

Estos estudios nos orientan sobre la efectividad del uso de un agente
crioprotector en e proceso de enfriamento del corazén durante el proceso de
almacenamiento, y asi hemos optado por € uso de un anticongelante en este proyecto.
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3.2.2.2 Proceso Congelacion-Secado.

Este proceso de Congelacién-Secado enfria las células tan rdpidamente que el
hielo 0 no llega a formarse o se forman cristales tan pequefios que no llegan a dafiar a
las células. Después se aplica el vacio para destilar hacia fuera el agua a esas bajas
temperaturas. Las células, tras haber sido almacenadas durante un corto tiempo, son
rehidratadas y recuperan sus funciones vitales, aunque sin embargo no son capaces de
dividirse.

Esta técnica para amacenar células es més eficaz que la inmersion en nitrogeno
liquido.

Linfocitas

Ll
Cloroplastos

Copyright Microsoft

Fig.6 Distintos tipos de célul as.

3.2.2.3 Sobreenfriamiento.

El sobreenfriamiento es e procedimiento que permite a muchos peces, insectos,
algunos mamiferos como los murciélagos y la ardilla autoctona de Alaska sobrevivir €l
invierno. Enfrian su cuerpo entero sin congelarse hasta unos —3°C aunque sus puntos
nominales de congelacion de la sangre estan por debajo de —0.6°C.

Esta técnica ha sido usada por una compafia britanica, Pafra, Ltd., para
preservar enzimas y células enteras, enfriandolas en diminutas gotitas de agua, hasta
temperaturas varios grados por debajo de su punto de congelacion. Debido a que la
probabilidad de congelacion espontanea es muy baja en volUmenes tan pequefios, y a
que las gotitas no se tocan entre si a estar dispersas en una fase no acuosa como una
emulsion, e sobreenfriamiento estable de gran magnitud (por e emplo, entre =10 y —
20°C) puede conseguirse con éxito durante meses. De este modo, esta técnica tiene las

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria 39

ventajas de las bajas temperaturas y evita el dafio de la formacién del hielo. Produciria
cierta desnaturalizacion en las encimas, pero es un dafio reversible que se soluciona
espontaneamente cuando |as proteinas son cal entadas de nuevo.

El sobreenfriamiento alin no ha conseguido tiempos de amacenamiento mayores

que las técnicas de conservacion bajo cero en la preservacion de 6rganos de mamiferos,
y parte de las razones es esta desnaturalizacién de las proteinas.

3.2.2.4 Criopreservacion.

Se sabe que los tgjidos organizados que no requieren soporte vascular para sus
funciones pueden ser congelados y descongelados con éxito siguiendo la técnica
adecuada, y esto ha hecho posible € trasplante de valvulas de corazones humanos
previamente congelados y descongelados.

Por otro lado, hay algunas células de mamiferos como los granulocitos, que son
muy sensibles y dificiles de congelar adecuadamente. También nos encontramos la
dificultad de que las células tras ser descongeladas, han de ser transplantadas sin
eliminar el agente crioprotector y debe resultar por tanto no toxico en € cuerpo
receptor. También hay ciertos tejidos vegetales o pequefios organismos marinos que
tienen una adversa reaccion alos crioprotectores.

3.2.2.4.1 Reversibilidad funcional.

Sin duda, €l mayor reto es la criopreservacion de 6rganos de mamiferos. Se ha
experimentado congelando intestinos de perro en nitrégeno liquido, consiguiendo su
posterior recuperacion tras la descongelacion. Aungue el éxito ha dependido de la
regeneracion de los tejidos y de cierta tolerancia a dafios vasculares, ya que tras la
descongel acion aparecian multiples lesiones.

-
“Yoay Levy/Phototake NY'C
i L LIPS,

Fig.7 Nitrogeno liquido.

También se ha experimentado con higados, que han recuperado parte de su
funcionalidad tras haber sido congelados a —60°C, uretras que han superado profundas
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congelaciones y transplante posterior y los pulmones han sobrevivido a las mayores
durezas de atas temperaturas bajo cero. Incluso corazones y rifiones han superado una
parcial congelacion, pero no suficiente parala preservacion alargo plazo.

L os corazones de ratas 0 conejos con |os que se ha experimentado normal mente,
tienen cierto retardo al reanimarse, hasta que aparece actividad eléctricay mecanicatras
la criopreservacion y se observa el siguiente grado de reversibilidad funcional:

Funcion sistdlica: Conseguimos buena preservacion estructural 'y
funcional de fibras miocérdicas, membranas celulares y aparato
energético. Las miofibrillas sufren un dafio reversible.

Funcion diastdlica: Se pierde la distensibilidad, por 1o que las fibras del
corazOn se contraen menos porque aumenta la rigidez en el ventriculo
izquierdo.

M etabolismo: Aumenta el consumo de oxigeno por un incremento del
rendimiento mecanico y la deuda de O tras |a criopreservacion. Aumenta
el volumen del 6rgano y disminuye el pH. Las mitocondrias redondeadas
gue intervienen en la sintesis de proteinas sufren un dafio irreversible tras
el enfriamiento criogeénico.

3.2.2.4.2 Vitrificacién versus Congelacion.

La conclusién gque obtenemos de nuevo es gque la formacién de hielo debe ser
evitada, por el gran dafio fisico a los tejidos conectivos no vivos encontrados en los
Organos, que son justo los que destruyen los capilares y las relaciones intercelulares,
volviendo el drgano inservible. Por tanto la vitrificacion es preferible a la congelacion
para solucionar la cuestion del amacenamiento de 6rganos. La vitrificacion eleva la
viscosidad y € enfriamiento, resultando finalmente un liquido que tiene la misma falta
de movimientos y mecanismos metabdlicos internos que nos interesan y buscaba la
congelacion con un solido cristalino. Con esta suspension del metabolismo conseguimos
que e 6rgano no tenga capacidad de cambiar en e tiempo y por tanto muera. En
definitiva, con lavitrificacion evitamos los regjustes moleculares de la cristalizacion que
resultaban tan dafiinos.

3.3 FUNDAMENTOSTERMODINAMICOSDEL PROYECTO.

Ademés del fundamento fisiolégico de los transplantes de corazén y los
fundamentos técnicos a la hora de disefiar un sistema que integra software y hardware,
dada la naturaleza de la técnica criopreservadora que utilizamos, € enfriamiento
criogénico del érgano, nos basamos en un importante estudio termodindmico que nos
oriente sobre la técnica, las consecuencias, las condiciones y propiedades que se
presentan en el proceso de enfriamiento del 6rgano.
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3.3.1 BASESTERMODINAMICASDEL ENFRIAMIENTO CELULAR.

La idea basica que obtenemos de la Termodinamica es que € modo de evitar la
formacién de hielo dentro de una célula, a enfriarla, es hacer que se forme hielo fuera
deella

v Descenso Crioscopico.

Al enfriar, aumenta la concentracion de sales fuera de la célula, mientras dentro
la concentracion sigue inalterable. Este desequilibrio se solucionaria expulsando
agua de la célula hacia fuera, o bien que entrasen sales de fuera a adentro de la
célula, lo cua resulta imposible porque la membrana es semipermeable y las
sales no pueden pasar, tan solo e agua puede cruzar la membrana en e otro
sentido. Es una situacion de desorden, porque lo normal es que las
concentraciones, dentro y fuera de la membrana semipermeable, fueran las
mismas y no hubiese tal diferencia de presiones osméticas. Al salir el agua de la
célula, aumenta la concentracion de sales dentro y entonces es més dificil la
formacion de hielo en € interior de la célula ya que cuantas més sales tenga una
disolucion, mas bajo es su punto de congelacion. A medida que voy enfriando,
va saliendo progresivamente agua de la célula y va incrementandose la
concentracion en e interior de la membrana semipermeable, por lo que no se
congela debido a la gran cantidad de sales y no necesitamos usar anticongelante
para conseguir este descenso crioscopico.

v" Enfriamiento controlado.

Para conseguir este descenso crioscopico sin formacion de cristales, debe ser un
enfriamiento controlado, que evite el enfriamiento lento, para que el interior
celular no esté sometido a una el evada concentracion de sales durante un tiempo
prolongado que matariaalacélula

Si el hielo se forma a—1°C, por g emplo, de una forma controlada, los cristales
de hielo se forman lentamente y se consigue & deseado descenso crioscopico sin
dafos celulares, tal y como se ha descrito. Si no se enfria de forma controlada,
el hielo se forma rapidamente y a temperaturas muchos mas frias, incluso a
—40°C, porque la formacion de hielo es un proceso estocastico y se producirian
cristales que se forman muy rapido, llenos de aristas, como lanzas que dafiarian
todos los tejidos del 6rgano que intentasemos criopreservar.
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3.4 FUNDAMENTOSTECNICOSDEL PROYECTO.

34.1 INTRODUCCIONA LOSSISTEMASDE CONTROL.

La Teoria del Control Automético define sistema como un conjunto de
elementos que tienen cualquier tipo de interrelacion que hace que se vean como un todo
desde fuera'y control automatico como la disciplina cuyo objetivo es que los sistemas
funcionen solos, sin la presencia de un operario.

Un sistema genérico se podria modelar de la siguiente manera:

perturbacion

!

Uz =) =) V1
Us ) SISTEMA =y,
energia

Fig.8 Modelo de un sistema genérico.

L as sefiales denotadas como u; son las sefides de entrada, de control o variables
manipuladas, cambian de valor a lo largo del tiempo y su variacion influye en €l
sistema. L as sefid es denotadas como y; son | as sefiales de salida, observando sus valores
se comprueba s e sistema evoluciona como se deseaba a plantear su disefio. La
funcién de transferencia de un sistema es una funcién que liga la relacién entre las
sefiales de entrada y las de salida. Para que los sistemas evolucionen es necesario
aportar energiay en el disefio de cualquier sistema serd una de las decisiones iniciaes e
hecho de calcular qué cantidad de energia debo suministrarle. Finamente, la otra
variable de entrada la constituyen las perturbaciones, que a diferencia de las otras
entradas, no se pueden controlar y no son conocidas con exactitud a priori. El control
automético decide en cada instante de tiempo la secuencia de evolucion de control que
hay que aplicar al sistema para que éste siga la evolucion deseada. Necesitamos
model os matematicos para formalizar las relaciones entre las salidas y entradas de un
sistema.
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v" Clasificacion delos sistemas.

Cuando en un sistema n=m=1, es decir hay una Unica sefial de entrada y una
Unica sefial de salida, € sistema es monovariable. En cualquier otro caso, nos
encontramos frente a un sistema multivariable.

Segun trabajemos con € tiempo continuo o discretizado, también clasificamos
los sistemas en continuos o discretos.

Si las sdlidas en un instante dependen tan solo de las entradas de ese preciso
momento, €l sistema es estético. Si ademés las salidas dependen del estado en el
gue esta el sistema en ese instante, es decir, depende de la evolucion anterior del
sistema, el sistema es dinamico. Un sistema dinamico continuo define su funcion
de transferencia mediante una ecuacién diferencial para tener en cuenta esos
estados anteriores del sistema. Un sistema dindmico discreto emplearia
ecuaciones en diferencias para considerar la evolucién del sistema en el clculo
de sus salidas para un instante determinado. Si |os coeficientes de |as ecuaciones
diferenciales o diferenciales que describen la respuesta de un sistema dinamico
son constantes, el sistema es invariable en e tiempo o estacionario. También
[lamamaos sistemas causales aguellos en los que la salida en un instante depende
de losinstantes anteriores, y en larealidad todos | os sistemas son causales.

v Sensibilidad.

Un sistema es sensible a la variacion de un pardmetro si éste influye de modo
importante en el comportamiento del sistema. Un sistema realimentado es un
sistema de control en bucle cerrado, que toma la salida del sistema, le aplica
cierta accion de control, la compara con la referencia gue deseamos tener como
sdlida y vuelve a servir de entrada al sistema. Un sistema en bucle abierto no
tomalasalidadel sistema para hacer correcciones sobre su variabilidad respecto
al valor esperado. Por ello refuerza las calibraciones del sistema para conseguir
mayor exactitud, para e rango de valores de trabgo estudia la naturaleza y
valores medios de las perturbaciones que afectan al sistema y modela las
variaciones de la salida en un factor de correccion que ya incluye dentro del
modelo matemético que describe el sistema.

Un sistema realimentado es menos sensible, aunque existen sistemas que a pesar
de estar realimentados siguen siendo sensibles e incluso si la realimentacién es
brusca puede provocar errores. retraso en e tiempo, sobreoscilaciones o
inestabilidad del sistema. En cualquier caso, € primer paso para construir un
sistema en bucle cerrado es disefiar y probar inicialmente un sistema en bucle
abierto, por o que es necesaria laimplementacion de la maquina de Langendorff
en bucle abierto como primer paso firme hacia un control robusto de la
criopreservacion automatica de 6rganos, lo cual no excluye la posibilidad de que
pueda ser mejorada tomando referencias de |a respuesta de la méquina, haciendo
gue realimenten e sistema mediante las entradas digitales que posee & PC que
controla la méagquina de Langendorff y pudiéndose realizar € controlador via
software, aprovechando el fuerte potencial de la aplicacion, sin la necesidad de
anadir circuiteria externa, que afiada nuevos ruidos y no idealidades.
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342 SISTEMA DE CONTROL DE LA MAQUINA DE L ANDENDORFF.

Una vez expuesto el concepto tedrico de sistema de control, identificamos la
idea de un sistema genérico con la maquina de Langendorff implementada, para
dimensionar sus entradas, sus salidas, sus requerimientos de energia, sus posibles
perturbaciones y asentar el funcionamiento cualitativo que debe tener el sistema para
obtener |a respuesta deseada a su salida. Hacemos distincién entre los dos prototipos de
maquina de Langendorff, con dos 'y cuatro bombas, porque hay una peguefia variacién
en sus entradas, salidas y disefio del sistema.

3.4.2.1 Control Independiente de Temperaturay Concentracion.

Desde e punto de vista técnico, la maquina de Langendorff tiene como objetivo
conseguir la inyeccion de una disolucion de unas determinadas caracteristicas en un
corazon expuesto a tal perfusion. En e caso de la méaquina implementada con cuatro
bombas, el hecho de disponer de esos cuatro componentes nos permite tener un control
independiente de la temperaturay la concentracion de esa disolucién crioprotectora.

Esta disolucién es e resultado de mezclar cuatro cantidades de fluidos. Dos de
estas cantidades son agua, bombeadas por sendas bombas peristalticas de dos bafios que
contienen agua a distintas temperaturas y las otras dos cantidades a mezclar son
anticongelante, que de igual manera han sido proporcionadas por otras dos bombas
independientes, de dos bafios separados que se encuentran a diferente temperatura.
Resumidamente, disponemos de cuatro bafios, y la disolucién estéd formada por cuatro
cantidades, que han sido extraidas de un bafio independiente, por una bomba peristaltica
independiente (Ver figura9.)

En cada instante deseamos que la disolucion total tenga una temperatura
concreta y una concentracion determinada. Ambos valores son totalmente
independientes y no estén ligados entre si, de manera que al elegir unatemperatura para
la mezclatotal, no se fuerza ningun valor de la concentracién, lo cual si ocurrira para el
prototipo construido con dos bombas. Este control independiente de la concentracion y
la temperatura es posible debido a que se disponen de dos barios a distinta temperatura
(unatemperatura atay otra temperatura muy baja, cercana o por debgo de los 0°C) de
una misma sustancia. Disponemos de dos bafios de agua a temperaturas T, y Tz y dos
bafios de anticongelante a temperaturas T, y T4. Para observar la salida disponemos de
un termometro directamente colocado en la canula donde se unen los cuatro flujos para
formar la disolucion total. No medimos directamente la concentracién, pero al estar los
cuatro flujos interrelacionados por cuatro ecuaciones mateméticas que no dejan ningiin
grado de libertad, si cumplen la condicién de temperatura es porque cada una de las
cuatro cantidades mezcladas obedecen las ecuaciones que rigen el sistemay por tanto la
concentracion también seré correcta.

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria 3-15

Disolucion total. J Temperatura T
Concentracion C

Bomba peristéltica.
Unién de los flujos de agua.

Unién de los flujos de anticongel ante.

R

Union de los flujos de aguay anticongelante.

Fig.9 Esguema de bombas de la méquina de Langendorff con control
independiente de temperaturay concentracion.
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Para un instante determinado, en el que la disolucion total debe tener una
temperatura T y una concentracion C, se deben cumplir unas ecuaciones que se
detallardn en la descripcion global de la solucion pero gque se presentan ahora
cualitativamente:

v' La temperatura del conjunto formado por las dos cantidades de agua
mezcladas debe ser T.

v’ La temperatura del conjunto formado por las dos cantidades de
anticongelante mezcladas debe ser T.

v' Laconcentracion total tras mezclar las cuatro cantidades debe ser C.

v' Lasumade las cuatro cantidades no debe superar un flujo maximo admisible
para no sobrecargar los tejidos del corazén con la presion del fluido entrante.

Estas cuatro bombas tienen una entrada de tension de control, y proporcionan un
caudal relacionado con la tension que reciben, segun cierta funcion de transferencia
caracteristica de la bomba. Esta entrada de tension de cada bomba estéa cableada
directamente a una de las cuatro salidas analdgicas de una tarjeta de adquisicion de
datos, instalada en el ordenador. Controlando con software |a tarjeta de adquisiciéon de
datos, consecuentemente se controlan los flujos proporcionados por las bombas
peristalticas. Controlando dichos flujos, se controla latemperaturay la concentracion de
ladisolucion total.

En la aplicacion de software disefiada para la méguina de Langendorff de 4
bombas se ofrecen unas entradas de datos a usuario. El programa presenta por pantalla
tres tablas para consignar |las temperaturas, las concentracionesy los instantes de tiempo
significativos. En esta Ultima tabla, € usuario introduce los hitos de tiempos
importantes en el proceso criogénico, que son aguellos instantes en los que cambia la
velocidad de enfriamiento y la concentracion de la disolucién inyectada. El protocolo de
enfriamiento empleado no va a ser lineal, s no que es e resultado de interpolar cierto
nimero de valores de temperaturas espaciados en e tiempo, por lo que las rectas
resultado de interpolar entre dos valores tendrdn normalmente distinta pendiente, cuyo
significado fisico es una variacion en la velocidad de enfriamiento. El perfil continuo
total de temperaturas es un conjunto de tramos rectos unidos entre si. El usuario
especifica esos instantes de tiempo en |os que hay un cambio de pendiente. En otra tabla
introduce la temperatura asociada a cada uno de esos instantes, para que €
procesamiento de la aplicacion interpole entre esos valores y reconstruya un perfil
continuo de temperaturas. Finalmente en la tercera tabla, el usuario consigna la
concentracion de la disolucién asociada a cada instante de tiempo, que se mantendra
constante en el intervalo que transcurre hasta la llegada del instante siguiente de tiempo
y su consiguiente cambio de velocidad de enfriamiento. Durante un tramo de igual
pendiente, la concentracion no varia su valor, mientras que la temperatura ird variando
segun la recta que se ha formado entre los valores extremos de temperatura
consignados.

Por tanto, considerando la aplicacion software desarrollada como un sistema
completo, la entrada del sistema es un perfil de temperaturas y concentraciones respecto
al tiempo. El perfil se construye en € programa, por lo que en realidad esta entrada se
divide en tres entradas para € usuario, que son las tres tablas de temperaturas,
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concentraciones y tiempos descritas. La salida del sistema estaria formada por cuatro
valores de tensién, cuyos voltagjes se registran en las salidas analdgicas de la tarjeta de
adquisicion de datos controlada por la aplicacion. Conocidas las entradas y las salidas,
podemos describir e comportamiento del sistema. En tiempo rea debe tomar la
concentracion y la temperatura asociadas a cada instante. A partir de esos dos valores,
se resuelve un sistema de cuatro ecuaciones con cuatro incognitas, cuyas soluciones son
los flujos que debe proporcionar cada bomba peristéltica en ese instante. A partir del
flujo de cada bomba, se aplica la funcion de transferencia del modelo de bombas
instaladas en € sistemay se calcula la tension que debe alimentarla para que suministre
tal cantidad de fluido. Existe una salida analdgica asociada a cada bomba, por lo que
calculado €l flujo de cada bombay posteriormente habiéndolo traducido a un nivel de
tensién equivalente, se fuerza a que cada una de las cuatro salidas anal égicas tome uno
de esos valores de tension y alimente ala bomba correspondiente.

Si incluimos las bombas junto al software para formar el sistema completo, las
entradas siguen siendo las tres tablas de tiempos, temperaturas y concentraciones, pero
ahora |la salida del sistema no est4 formada por cuatro valores de tension, s no gque la
nueva salida seria la temperatura registrada por € termémetro que utilizamos como
sensor para comprobar que la mezcla de los cuatro fluidos bombeados efectivamente
cumple las condiciones requeridas y sigue la respuesta esperada con las entradas
recibidas.

En este sistema la energia viene proporcionada por la alimentacion del
ordenador en e que reside la aplicacion software que controla la méquina de
Langendorff. La maquina tiene un sencillo requerimiento de energia, que se satisface
con lared eléctrica doméstica ya que como todo ordenador personal, esta conectado ala
red de tension de 220V. El ordenador con esta energia es capaz de hacer funcionar la
aplicacion y aimentar a la tarjeta de adquisicién de datos, que no requiere ningdn
adicional acondicionamiento de sefid y la potencia que recibe del ordenador le resulta
suficiente para poder ofrecer su rango de tension en las salidas anal égicas. Las bombas
también estan conectadas a la red eléctrica y utilizan la tensién suministrada por la
tarjeta de adquisicion de datos como tensién de control que modula su comportamiento.

Finalmente la perturbacion del sistema vendra dada por lainercia de las bombas,
aunque a trabgjar en un rango de tension reducido de 0 a 10 voltios y con caudales
maximos de 60ml no afectara excesivamente ya que las variaciones del caudal que se
exigen alas bombas son pequefias y todos |os cambios son graduales, entre valores muy
cercanos, por los que la inercia podria resultar despreciable. También e propio
rozamiento que se produce en la bomba cuando € rodillo de la bomba peristéltica
presiona unos conductos de goma para hacer fluir € liquido que bombea, introducira
variaciones térmicas.

También seran perturbaciones a sistema la temperatura ambiente de la
habitacién donde se instala la maguina de Langendorff y las no idealidades de los
materiales aislantes empleados para construir los conductos por los que fluyen los
fluidos bombeados. Los conductos que canalizan €l agua y €l anticongelante son de
corta longitud, la longitud precisa para que se puedan mezclar las cuatro cantidades e
inyectar en e corazén, por lo que serd una perturbacion controlada. Mediante
acondicionamiento exterior se elige una temperatura comoda y fresca para la habitacion,
de modo que la estancia siempre se encuentre a la misma temperatura en los
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experimentos y ambas perturbaciones sean por tanto modelables con cierta fiabilidad en
un factor de correccion aproximado, que sea valido para el rango de temperaturas de
trabgo.

3.4.2.2 Control exclusivo detemperatura.

El desarrollo del sistema de control de la maquina de Langendorff de dos
bombas serd similar a expuesto para la implementacion con cuatro bombas y tendra
pequefias variaciones en € disefio, ya que persigue e mismo objetivo técnico, la
inyeccion de una disolucién de unas determinadas caracteristicas en un corazon
expuesto a perfusion.

Esta disolucién es el resultado de mezclar dos cantidades de fluidos de distinta
temperatura y naturaleza. Una de estas cantidades es bombeada por una bomba
peristaltica de un bafio que contiene agua a cierta temperatura T, y la otra cantidad es
proporcionada por otra bomba peristaltica independiente, de otro bafio separado que
contiene anticongel ante a temperatura T,. (Ver figura 10).

En cada instante deseamos que la disolucion total tenga una temperatura
concreta, que se consigue mezclando cantidades de agua y anticongelante, hasta
conseguir que se equilibren las diferencias de temperatura variando |os flujos afiadidos y
se obtenga la temperatura deseada. La mezcla resultante alcanzara una determinada
concentracion ya que a solo disponer de dos bombas, a elegir una temperatura para la
mezclatotal, se fuerza el valor de la concentracion. Para observar la salida disponemos
de un termémetro directamente colocado en la canula donde se unen los dos flujos para
formar la disolucién total. Para un instante determinado, en e que la disolucién total
debe tener una temperatura T se deben cumplir dos ecuaciones que se detallaran en la
descripcion global de la solucién pero que ahora se adelantan cualitativamente:

v' Latemperatura total tras mezclar las dos cantidades, agua y anticongelante,
debeser T.

v" La suma de las dos cantidades no debe superar un flujo méximo admisible
para no sobrecargar los tejidos del corazén con la presion del fluido entrante.

Estas dos bombas son idénticas a las usadas en la maquina de Langendorff con
control independiente de temperaturay concentracion. Cada bomba tiene una entrada de
tension de control, y proporciona un caudal dependiente de la tension que recibe, segin
cierta funcion de transferencia caracteristica de la bomba. Cada bomba tiene su entrada
de tensién de control conectada directamente a una de las cuatro salidas analégicas de
una tarjeta de adquisicion de datos, instalada en € ordenador. En esta implementacion,
dos de las cuatro salidas analdgicas quedan libres y podrian ser usadas para otros
propositos, admitiendo la escalabilidad del sistema. Controlando con software la tarjeta
de adquisicién de datos, consecuentemente se controlan los flujos proporcionados por
las bombas peristalticas. Controlando dichos flujos, se controla la temperatura de la
disolucion total.
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En la aplicacion de software disefiada para la maquina de Langendorff de 2
bombas se ofrecen dos entradas de datos al usuario, €l programa presenta por pantalla
dos tablas para consignar las temperaturas y los instantes de tiempo significativos. En
esta Ultima tabla, € usuario introduce los hitos de tiempos importantes en el proceso
criogénico, que son aguellos instantes en los que cambia la velocidad de enfriamiento.
Al igual que en € disefio para cuatro bombas, optamos por un protocolo de enfriamiento
no lineal, que es agquel que no utiliza una velocidad de enfriamiento constante en la
criopreservacion del 6rgano. El perfil continuo total de temperaturas es un conjunto de
tramos rectos unidos entre si. El usuario especifica esos instantes de tiempo en los que
hay un cambio de pendiente. En otra tabla introduce la temperatura asociada a cada uno
de esos instantes, para que el procesamiento de la aplicacion interpole entre esos valores
y reconstruya un perfil continuo de temperaturas.

Resumidamente, si consideramos la aplicacion software como un sistema
completo, la entrada del sistema es un perfil de temperaturas respecto a tiempo. El
perfil se construye en el programa, por 1o que en realidad esta entrada se divide en dos
entradas para el usuario, que son las dos tablas de temperaturas y tiempos descritas. La
salida del sistema estaria formada por dos valores de tension, cuyos voltagjes se registran
en las salidas analdgicas de la tarjeta de adquisicion de datos controlada por la
aplicacion. Conocidas las entradas y las salidas, podemos describir el comportamiento
del sistema. En tiempo real debe tomar |a temperatura asociada a cada instante. A partir
de esos dos valores, se resuelve un sistema de dos ecuaciones cuyas soluciones son los
flujos que debe proporcionar cada bomba peristéltica en ese instante. A partir del flujo
de cada bomba, se aplica la funcién de transferencia de la bomba peristaltica y se
calcula la tension que debe alimentarla como sefial de control para que suministre tal
cantidad de fluido. Existe una salida analdgica asociada a cada bomba, por lo que
calculado €l flujo de cada bombay posteriormente habiéndolo traducido a un nivel de
tensiéon equivalente, se fuerza a que cada una de las dos salidas anal égicas empleadas
tome uno de esos valores de tension y alimente ala bomba correspondiente.

Si incluimos las bombas junto al software para formar el sistema completo, las
entradas siguen siendo las dos tablas de tiempos y temperaturas, pero ahora la salida del
sistema no est4 formada por dos valores de tension, si no que la nueva salida seria la
temperatura registrada por el termémetro que utilizamos como sensor para comprobar
gue la mezcla de los dos fluidos bombeados efectivamente cumple las condiciones
requeridas y sigue larespuesta esperada con las entradas recibidas.

Los requerimientos de suministro de energia y las posibles perturbaciones del

sistema coinciden idénticamente con las condiciones que se daban en € sistema de
cuatro bombas, por |o que resulta innecesaria una reiteracion.
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Disolucion total. {TemperaturaT

4

U Bomba peristaltica

Bario de anticongelante.

Bafio de agua.

X @ @

Union de los flujos de aguay anticongelante.

Fig.10 Esquema de bombas de la méquina de Langendorff con control exclusivo
de temperatura.
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3.4.3 BOMBASPERISTALTICAS.

Estos sistemas son ideales para bombear con precision fluidos (liquidos, gas y
soluciones) a caudales bgjos. Constan de una cabeza giratoria con doble rodillo: el
rodillo que avanza obstruye un tubo que, a reabrirse, aspira € fluido que es atrapado
por el rodillo siguiente y mas tarde expulsado de la bomba. También se fabrican bombas
en las que los cabezales estan provistos de tres rodillos que producen un flujo continuo
y sin retroceso. Esta técnica ofrece las siguiente ventajas.

v" No hay contaminacién del fluido o de la bomba, ya que € fluido esta
contenido en e tubo.
v Buena accion de bombeo con unos caudal es precisos.
v" Labomba es de auto-cebado y puede funcionar en seco.
Las bombas peristdlticas son idedles para aplicaciones de laboratorio,
procesamiento de alimentos, expedicion de bebidas, tintas y soluciones fotogréficas,

farmacéuticas, de fermentacién y muchas otras en las que el fluido sea compatible con
el tubo que lo transporta.

Fig.11. Bomba peristéltica.

3.4.3.1 Cabezaqiratoria.

La cabeza giratoria con doble o triple rodillo encaa en € ge de un motor de
impulsién y esta protegida por una tapa transparente. Las bombas peristalticas estan
provistas de cabezales cuyo disefio permite extraer facilmente € tubo para su
esterilizacion o reposicién por otro de distinto tamafio.

3.4.3.2 Motor.

L os caudales son directamente proporcionales a la velocidad del rotor y por ello
dependen de latension de activacion del motor. Debido ala mayor velocidad del rotor y
a la mayor carga del motor, las vidas Utiles del tubo y del motor se veran reducidas,
especialmente durante periodos de bombeo prolongados y continuos. Los tubos de
silicona estan disponibles con distintos diametros asi como existen motores de
impulsién de distinta velocidad nominal , por lo que jugando con la velocidad nominal
del motor de impulsion y el didmetro de tubos pueden obtenerse bombas de distintos
valores de caudal méximo admisible, medido en mi/min.
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3.4.3.3 Tubos.

Con cada bomba se suministran los tubos de distinto diametro que pueden
admitir, con las conexiones en sus extremos donde insertar 1os tubos de alimentacion y
descarga. Llevan normalmente un tubo flexible de silicona, que admite muchos fluidos
y soluciones con una temperatura de hasta 100-250°C segun los model os de las distintas
marcas comerciales. Los tubos pueden esterilizarse por vapor o por autoclave y pueden
cortarse convenientemente a la longitud requeriday adaptarse con muchafacilidad alos
montgjes de la cabeza de bombeo. La estructura del rodillo accionado por muelles
garantiza una vida Util maxima del tubo y la presion de los rodillos sobre €l tubo esta
calculada para obtener laméxima eficaciay prolongar lavida del tubo.

Bao demanda se pueden suministrar las bombas con tubos de otros materiales
Como:

FARMED: Largaduracion, grado FDA. Adecuado para altas presiones.
TYGON: Gran resistencia alos productos quimicos inorganicos. No toxico.
VITON: Adecuado para écidosy disolventes. Soporta 300 °C.

PVC: Resistente alos productos quimicos. Autoclavable. No toxico.
FLUOROSILICONA: Resistente alos derivados del petréleo.

AR N N N

3.4.3.4 Clasificacion.

Se dispone de dos familias de bombas peristalticas:

v' Bomba peristaltica deflujo fijo.

Se fabrican con motores de distintas revoluciones segin los modelos
comerciales de bombas peristalticas. Estas bombas se caracterizan porque se pueden
obtener varios caudales fijos segiin el tubo elegido.

v' Bomba peristaltica de flujo variable.

En este caso, para una bomba concreta con un motor determinado, no se obtiene
un caudal fijo segin e tubo elegido, si no que para un mismo didmetro se pueden
conseguir distintos caudales segin una tension de control, por 1o que una misma bomba
puede proporcionar una amplia gama de flujos. Esta tension de control se recibe por una
entrada adicional que tienen las bombas de flujo variable para tal propésito, pudiendo
ser tanto analégica como digital. Existen bombas peristalticas mas avanzadas, dotadas
de mando para la inversion del flujo, un pulsador para obtener el maximo caudal sin
modificar la regulacién establecida y conector posterior para control remoto (peda o
interruptor de pie).

En laimplementacion de la méquina de Langendorff optamos por un modelo de
flujo variable para tener un extenso rango de valores de flujos disponibles y asi poder
obtener cantidades muy precisas de cada uno de los bafios, tales que la disolucion total
tenga las caracteristicas de temperaturay concentracion que deseamos.
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3.4.4 TARJETAS DE ADQUISICION DE DATOS.

En la maguina de Langendorff implementada, se dispone de una tarjeta de
adquisicién de datos instalada en €l PC. Esta tarjeta esta basada en un bus PCI y dispone
de una serie de canales analdgicos de salida. Estos canales son empleados para
establecer y mantener unos valores de tensién, que sirvan de entrada de control a las
bombas peristélticas, controlando asi su flujo mediante tension. Por tanto, a la hora de
asentar los fundamentos técnicos del proyecto, es necesario aclarar €l funcionamiento y
utilidad de las tarjetas de adquisicion de datos, asi como aclarar e concepto de bus PCI.

3.4.4.1 Vision general de unatarjeta de adquisicion de datos.

Existen tarjetas de adquisicion de datos denominadas de bajo coste que disponen
de sdlidas analdgicas, entradas/salidas digitales y ocasionamente entradas anal égicas,
ideales para aplicaciones que requieren capacidades de control y de mdltiples salidas
D/A. Estas tarjetas suelen admitir distintas configuraciones, tienen un nimero bajo de
entradas y salidas aunque suficiente en multiples aplicaciones, desde 4 hasta 64 canaes
suelen ser valores tipico de niUmero de entradas y salidas tanto de naturaleza anal égica
como digital. Las salidas analégicas suelen tener una resolucién de 12 o 16 bits, los
puertos digitales suelen tener 8 0 12 lineas, y segun el modelo pueden ir acompafiados o
no de reloj o contadores. Por tanto existen muchas variaciones dentro del modelo mas
basico de una tarjeta de adquisicion de datos y segiin el modelo pueden estar dotadas o
no de mecanismos de temporizacién, pueden programarse interrupciones por la
deteccion de cambio del valor de un bit de algin puerto digital de entrada para
monitorizar sefiales criticas, etc...

{
(OO A
; v - h
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Fig.12 Tarjeta de adquisicién de datos.

Pueden utilizar varios tipos de bus, siendo € uso del bus PCI e més
frecuentemente empleado por |as tarjetas de adquisicion de datos.
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3.4.4.1.1 Conversion Analogica-Digital A/D.

L as tarjetas de adquisicion de datos son una ayuda para medir la informacion del
mundo real, representada por sefides analdgicas. Las sefides analdgicas vienen de
sensores y transductores que convierten temperatura, presion, sonido o luz en voltgje. El
muestreo electronico de sefiales analdgicas es Ilamado conversion A/D o conversion de
analogica a digital (ver figura 13, pagina 3-25). Dicha conversién cambia los voltges
analégicos en codigos digitales para su procesamiento y almacenamiento en un
ordenador.

3.4.4.1.2 Conversion Digital-Analégica D/A.

El proceso complementario es la conversion D/A o conversion de digital a
anal6gica, encargandose de cambiar los datos digitales a voltges analégicos de salida
(ver figura 13, pagina 3-25). Esto permite a ordenador trabagjar con amplificadores de
audio, actuadores u otros dispositivos que requieran unatension anal égica de control.

Este es el caso en el que se encuentra la maquina de Langendorff. Tanto en el
prototipo de control independiente de temperaturay concentracion con 4 bombas como
en el prototipo de control exclusivo de la temperatura con 2 bombas, €l problemaes el
mismo: en el sistema existen unas bombas cuyos caudales han de ser controlados
mediante valores de tension. Gracias alos convertidores D/A de latarjeta de adquisicion
de datos, se consigue tener |as tensiones de control necesarias en los canales anal 6gicos
de salida de la tarjeta, y basta conectar cada uno de dicho canales con la entrada de
control anal 6gico que posee cada bomba peristaltica empleada.

Muchas tarjetas de adquisicion de datos tienen tanto convertidor A/D como D/A.
Estos permiten trabajar con medidas computarizadas, realizar control de procesos
industriales, experimentos de laboratorio y manipulacion de sefiales de audio.

3.4.4.1.3 Entradas-Salidas Digitales ( 1/0 digitales).

Para comunicarse con un dispositivo digital, muchas tarjetas disponen de
entradas-salidas digitales (1/0O digitales). Las I/O digitales pueden configurarse para
operaciones de entrada o salida, agrupadas en los llamados puertos, frecuentemente
formados por ocho lineas digitales. (Ver figura 13, pagina 3-25).
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Fig.13 Esquema de unatarjeta de adquisicion de datos multifuncién con entradas
analdgicas, salidas anal6gicas y subsistemas 1/0 digitales.

3.4.4.1.4 Rangosdeentrada.

Una de las primeras consideraciones a redlizar a elegir un sistema de
adquisicién de datos es €l rango de tensiones a medir. En primer lugar, se escoge un tipo
de sensor 0 sensores. un indicador de tension, un termopar, un micr6fono o un
transductor de presion, por gemplo. Después se determina € rango de voltajes de
tension que puede suministrar este sensor, a menudo siendo esta informacion facilitada
por el fabricante del sensor.

El rango de tensiones de entrada de una tarjeta de adquisicion de datos es un
dato facilitado en los catdlogos. Puede ser unipolar (entre 0 y 10 voltios solamente, por
gjemplo, admitiendo valores solo positivos) o bipolar (£10V, por g emplo, admitiendo
tanto tensiones positivas como negativas). Se selecciona una tarjeta que cubra el rango
de valores de tension gque se desee medir, tan poco solapadamente como sea posible,
para que haya cierto margen superior en el rango que admite la tarjeta, respecto a los
valores que mediremos. Asi, pequefias fluctuaciones en las cotas maximas y minimas
de los valores a medir, serén también recogidas.

Muchas tarjetas de adquisicion de datos ofrecen mdltiples rangos de entrada al
usar amplificadores de ganancia, programables por software. Asi se puede elegir alguno
de los valores posibles para la ganancia, teniendo asi un rango u otro para los valores
analogicos de entrada con una misma tarjeta. El inconveniente de requerir una
instruccién software adicional es que puede bajar la rapida velocidad de adquisicion de
los datos.
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34.4.1.5 Tiposdeentradas.

El nimero disponible de canales de entrada determina el nimero de dispositivos
que se puede conectar a una tarjeta con entradas analdgicas. EIl nimero de canales
oscila, segun los modelos, de 4 a 64 canales, aunque en € mercado existen ciertos
accesorios |lamados paneles de expansion que usados conjuntamente con tarjetas
compatibles, permiten la conexion de hasta 256 entradas.

L as entradas pueden ser:

v' Single-ended.

Es unaentradade 1 hilo.

v' Differential.
Es unaentrada de 2 hilos.

Ofrecen un tipo de inmunidad a ruido llamada rechazo a modo comin
(CMRR), medida en decibelios o dB. Las entradas diferenciales
responden muy bien a las diferencias en los niveles de tension entre los
dos hilos de sefial y mejoran la precision cuando se emplean cables de
gran longitud, rangos de tension de entrada muy bajos (por gemplo,
cuando la escala completa se encuentra por debgo de 1 voltio) o
conversores de alta resolucion (por encima de los 16 bits). También es
recomendado su uso cuando las sefides de entradas procedentes de
distintos dispositivos estan a diferente potencia detierra.

v" Pseudo-diferencial.

Conecta los dos hilos de cada entrada para mejorar e CMRR pero a
diferencia de las entradas diferenciales, sdlo una de las sefides es
realmente muestreada por el conversor anal 6gico-digital.

Ofrecen un mayor rechazo a modo comun en los disefios donde no hay
suficiente espacio 0 energia para una circuiteria de entrada
verdaderamente diferencial.

3.4.4.1.6 Velocidad. Throughput.

La velocidad es una de las principales consideraciones a realizar a escoger una
tarjeta de adquisicion de datos. En audio, radar, tests u otras aplicaciones de ata
velocidad, latasa alacual los datos puedan ser muestreados es frecuentemente el factor
mas importante a elegir una tarjeta. Dicha tasa se conoce con € nombre de throughput
y se mide en mega y kilomuestras por segundo (MS/sy kS/s); por gemplo una tarjeta
con un conversor A/D de throughput 250 KS/s, puede muestrear 250.000 veces por
segundo y transferir los datos resultantes ala memoria del sistema.
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3.4.4.1.7 Salidasanalogicas.

La mayoria de los circuitos de salida analogicos tienen un convertidor D/A
separado y un buffer de datos distinto para cada canal. Esto permite que las salidas sean
actualizadas una cada vez o simultdneamente. Cuando dos convertidores D/A son
actualizados a la vez, el throughput total puede ser el doble del thoughput de un canal
simple.

El principa componente en e throughput de un D/A es €& tiempo de
establecimiento. Aunque la salida de un D/A comienza a cambiar tan pronto como
recibe un nuevo valor de datos, la salida es vélida solo después de que la circuiteria
anal6gica se haya estabilizado. El tiempo de establecimiento es el periodo que un D/A
necesita para alcanzar precision después de recibir un cambio en la salida, este tiempo
aumenta cuando la diferencia entre el valor anterior y el actual es pequefiay disminuye
cuando la diferencia entre los valores es grande. El tiempo de establecimiento es del
orden de microsegundos.

Para tener una sefid de salida analégica mas limpia de ruido, algunas tarjetas
emplean un circuito adiciona que hace que los convertidores D/A produzcan glitches:
rapidos pulsos de ata energia causados por las diferencias de sincronizacién en los
interruptores de datos de los convertidores. El circuito mantiene constante la salida
durante un breve periodo, después conecta de nuevo la salida del D/A cuando €l glitch
ha pasado.

Otra forma de reducir € ruido indeseado en una salida analdgica es pasar la
salida a través de un filtro de reconstruccion de paso bajo. Algunas tarjetas construyen
la sefia de salida analdgica usando un filtro de interpolacién seguido de un conversor
oversampling, consiguiendo con este método interpolar automaticamente entre puntos
de datos para suavizar la sefia resultante, dando el efecto de tener una resolucion mucho
més alta.

3.4.4.1.8 Método detransferencia de datos.

Para la adquisicion de datos a altas velocidades, el método de transferencia de
datos es tan importante como la velocidad de los convertidores A/D y D/A. El método
de transferencia se refiere alos medios por los cuales |os datos son transferidos entre la
tarjeta y la memoria del ordenador. Esta transferencia dependerd del tipo de bus
implementado en latarjeta

Hay una gran cantidad de componentes complejos en un ordenador, que
necesitan comunicarse entre si de una manera rapida y eficiente para que cada
componente individual, a ser integrado con el resto, no pierda su velocidad y sus
capacidades. Esa es justamente la funcion del bus, esencialmente es un canal o0 camino
entre los componentes de un ordenador. Existen distintos tipos de buses, basados en
distintas tecnologias.
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344181 BuslSA.

El bus ISA (Industry Standard Architecture) esta presente en la mayoria de los
ordenadores que se venden en la actualidad. Estos ordenadores aceptan tarjetas de
adquisicion de datos desarrolladas para el PC IBM a principio de la década de |os 80.

v’ Las tarjetas dotadas de bus ISA utilizan un méodo DMA (Direct Memory
Access) que adapta la velocidad a la que los datos son transferidos a la
velocidad de los convertidores.

v Establece una relacion directa entre una tarjeta de adquisicion de datos y la
memoria del sistema host (sistema en el cual se encuentra instalada.). Una
vez instalada, las transferencias de la DMA ocurren sin intervencion de la
CPU del sistema host.

Fig.14 Modelo comercial DT2811 del fabricante Data Trandation. Esunatarjetade
adquisicion de datos que integra el bus 1SA.

3.4.4.1.8.2 BusPCI.

El bus PCI (Peripherical Component Interconnect) es el idoneo para aplicaciones
gue requieren atas velocidades, ya que sus rutas de datos de 32 bits son mas de un
orden de magnitud mas rapidas que las del bus I SA.

v Es un bus suficientemente répido para que todos los subsistemas de la tarjeta
(convertidor D/A, convertidor A/D y 1/0O digitales) puedan operar
simultaneamente sin interrupcion, hasta los limites de la memoria disponible
en el sistema.

v' Simplifica la instalacién hardware, ya que las tarjetas con bus PCl son
Plug&Play (una vez instalada la tarjeta en su slot correspondiente, el
ordenador |a detecta automaticamente cada vez que es encendido y arranca).
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v Los accesos directos a la memoria se realizan a través del controlador PCI
del sistema. Esto permite a la tarjeta de adquisicion de datos acceder a la
memoria del sistema directamente y a la velocidad completa del bus PCI,
usando rgpidas operaciones I/O programadas, sin requerir del coste de
hardware especial DMA.

Fig. 15 Modelo comercial de tarjetas de adquisicion de datos con bus PCI
integrado. Modelo DT3010 del fabricante Data Traslation.

Fig. 16 Modelo DT3155 del fabricante Data Traslation. Otro gjemplo de tarjeta
de adquisicién de datos con bus PCI integrado

En vista de las dtas prestaciones de velocidad que ofrecen las tarjetas de
adquisiciéon de datos con bus PCI en la transferencia de datos, éste es e modelo de
tarjeta que se ha elegido para instalar en €l ordenador que controla la méaquina de
Langendorff. Esa es la razon por la que se hace necesario un estudio mas detallado de
las caracteristicas del bus PCI para completar el recorrido por los fundamentos técnicos
del prototipo de la maquina, por lo que se volvera més adelante a mencionar €l bus PCl,
para hacer un estudio méas exhaustivo de sus caracteristicas y posibilidades.
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3.4.4.1.8.3 PC Card Bus.

La Asociacion Internacional de Tarjetas de Memoria para Ordenador Personal
(Personal Computer Memory Card International Association, PCMCIA) ha definido un
estandar para las tarjetas externas de Plug&Play extremadamente compactas (del
tamafio de una tarjeta de crédito) que afiaden funcionalidad y capacidades a los
ordenadores host que alojan ese tipo de tarjeta

v' Estas tarjetas se instalan en unas ranuras (slots), disponibles en esas
reducidas dimensiones en el ordenador host.

v’ Estas tarjetas de PC Card Bus fueron disefiadas inicialmente para usarlas en
ordenadores portatiles, que suelen tener dos slots PCMCIA.

v" Mientras que los dispositivos PCMCIA estan disefiados para ser Plug& Play
bajo el sistema operativo Windows, muchas tarjetas PCMCIA requieren que
se sustituya una parte del software del sistema, Card and Socket Services,
con una version de cliente que soporte solo el dispositivo afiadido. Por tanto,
al intercambiar los dispositivos PCMCIA hay que cambiar €l software.

Fig. 17 Model os comerciales de tarjetas PCM CIA de adquisicion de datos.
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3.4.4.2 BusPCl.

En e ordenador que controla la maquina de Langendorff se instala una tarjeta de
adquisicién de datos comercial. EI modelo por € que se opta, tiene una interfaz de
funciones digitales que utiliza e bus PCI, € cual proporciona a sistema unas altas
prestaciones en la velocidad y transferencia de datos. Para completar el estudio de los
fundamentos técnicos relativos al hardware y en concreto a la tarjeta, que hacen
realizable el prototipo de la maguina de Langendorff, tan sdlo queda profundizar en las
caracteristicas y posibilidades que ofrece € bus PCI dentro del sistema en el que est4
integrado.

PCI es el acrénimo de Peripheral Component Interconnect, un estandar de bus
local desarrollado por Intel Corporation. La mayoria de los actuales ordenadores PCs
incluyen un bus PCl ademas de un bus de expansién ISA més general. PCI también es
usado en las versiones recientes de |os ordenadores Macintosh.

PCI es un bus de 64 bits, aungue normalmente esta implementado como bus de
32 bits. Puede funcionar a velocidades de reloj de 33 y 66 MHz. Por ejemplo a 32 bitsy
33 MHz, su rendimiento es de unatasa (throughput) de 133MBps.

Aungue PCI fue desarrollado por Intel, PCI no esta vinculada a ninguna familia
particular de microprocesadores.

Fig. 18 Tarjetatipica PCI.
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L os buses han crecido y han evolucionado alo largo de los afios en un esfuerzo
de coordinar la funcionalidad de todos los componentes de un ordenador. A pesar de
eso, la evolucion de los buses ha sido sorprendentemente lenta comparada a la
evolucién de otras tecnologias. La mayoria de los ordenadores que se venden
actuamente, todavia tiene un bus I SA.

Hay varias razones para esta longevidad de |os buses:

v" Hay una necesidad de compatibilidad a largo plazo con un gran nimero de
fabricantes de hardware.

v Antes de la aparicion de lamultimedia, pocos periféricos hardware utilizaban
completamente lavelocidad del bus.

Un ordenador tipico tiene dos buses:

v" Busdel sistemao buslocal.

Conecta el microprocesador (unidad central de proceso) y lamemoria del
sistema.

v Otros buses, como los buses ISA y PCI.

Se conectan al bus del sistema a través de un puente, que es parte del
chip del ordenador y actian regulando € flujo de datos, integrando e
incorporando |os datos procedentes de otros buses a bus del sistema.

Como la velocidad de las unidades centrales de procesado (CPUs) y de la
memoria volatil RAM haincrementado, se vuelve mas importante la necesidad de aislar
el camino entre e procesador y la memoria. Se cred un bus llamado DIB (Dua
Independent Bus) para sustituir €l bus de sistema estandar. DIB sustituye € bus de
sistema simple por un bus doble, formado de un bus delantero (Frontside Bus) y un bus
trasero (Backside Bus):

v Backside Bus:

Proporciona un rgpido canal directo entrela CPU y € nivel 2 de memoria Caché.

v' FrontsideBus:
A través del controlador de memoria:
Conectalamemoriadel sistemaalaCPU .
Conectalos busesala CPU y alamemoriadel sistema.

En la figura 19 (pag.3-5) se observan més claramente estas relaciones entre los
distintos buses y la CPU, lamemoriavolatil y otros dispositivos.
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Fig. 19 Esguema de la conexién de varios buses ala CPU.

El otro bus principal, é Bus Compartido (Shared Bus) sirve para conectar
componentes adicionales a ordenador. Recibe el nombre de Bus Compartido porque
permite a multiples dispositivos acceder ala CPU y alamemoriadel sistema através de
las mismas lineas digitales. Estos dispositivos son por gjemplo: disco duro, médem,
tarjeta gréfica, tarjeta de sonido, tarjeta controladora, scanner, €etc...

El primer bus de PC funcionaba a 4.77 MHz (mill6n de ciclos por segundo) y
tenia un ancho de 8 bits, por lo que podia procesar 8 bits de datos en cada ciclo. En
1982 fue mejorado hasta conseguir un ancho de 16 bits y una frecuencia de 8 MHz,
conociéndose entonces como |SA. Este disefio de bus es capaz de transferir datos a una
tasa de hasta 16MBps (megabytes por segundo), suficientemente rdpida incluso para
algunas aplicaciones actuales.

A medida que la tecnologia avanzaba, aparecieron también otros buses como
EISA (Extended Industry Standard Architecture) de 32 bitsy 8 MHz, y VL-Bus (Vesa
Loca Bus), también conocido como VESA, ya que Video Electronics Standards

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria 3-34

Association cred el estandar. VL-Bus era un bus de 32 bits y operaba a la velocidad del
bus local, que normalmente era la velocidad del propio procesador. Esto se conseguia
porque el VL-Bus accede directamente ala CPU, lo cual funcionaba correctamente para
uno o dos dispositivos, pero a conectar mas de dos dispositivos a VL-Bus, se
introducia la posibilidad de interferencia con la gjecucién de la CPU. Por €llo, este bus
fue empleado s6lo para conectar una tarjeta grafica, un componente que realmente se
beneficia de un acceso de alta velocidad ala CPU.

Durante la primera parte de la década de los 90, Intel introdujo el nuevo estandar
de bus PCI, como un hibrido de tipos entre ISA y VL-Bus. Proporciona acceso directo a
lamemoriadel sistema para dispositivos conectados, pero usa un puente para conectarse
a Bus Frontside y por tanto a la CPU. Basicamente, esto significa que es capaz de
incluso una gjecucion mas rapida que VL-Bus ademéas de que elimina la fuente de
interferencias con la CPU. El puente regula la velocidad del bus PCI
independientemente de la velocidad de la CPU, lo que da un mayor grado de fiabilidad.

PCl puede conectar mas dispositivos que VL-Bus, hasta 5 componentes
externos. Cada uno de los 5 conectores para un componente externo puede ser sustituido
por dos dispositivos fijos a la placa madre. También pueden instalarse mas de una
tarjeta PCI en el mismo ordenador, aungue no es una préctica habitual.

PCI inicialmente operaba a 33MHz usando rutas de 32 bits. Posteriormente se ha
conseguido incrementar la velocidad a 66MHz y las rutas a 64 bit. Actuamente PCI-X
proporciona transferencias de 64 bits a una velocidad de 133MHz , consiguiendo la
sorprendente tasa de transferencia de 1 GBps (gigabyte por segundo).

Tipo de Bus |Rutas de Datos Velocidad Tasa de Transferencia

ISA 16 bits 8 MHz 16 MBps
EISA 32 bits 8 MHz 32 MBps

VL-bus 32 bits 25 MHz 100 MBps

VL-bus 32 bits 33 MHz 132 MBps
PCI 32 bits 33 MHz 132 MBps
PCI 64 bits 33 MHz 264 MBps
PCI 64 bits 66 MHz 512 MBps
PCI 64 bits 133 MHz 1 GBps

Fig. 20 Comparativa entre distintos tipos de buses.

Las tarjetas PCl usan 47 pines para conectarse (49 pines para una tarjeta
maestra, que puede controlar € bus PCI sin intervencion de la CPU). El bus PCI es
capaz de trabajar con un nimero tan bajo de pines gracias a la multiplexacion hardware
gue implementa, que implica que un dispositivo envia més de una sefia por e mismo
pin. PCI es compatible con dispositivos que usan 5 0 3.3 voltios.
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12007 HowShattWorks

Fig.21 Pines de conexion de latarjeta con bus PCI.

Aungue Intel propuso e estandar PCl en 1991, no alcanzé popularidad hasta la
llegada del sistema operativo Windows 95 en 1995. Este repentino interés en PCI fue
debido a hecho de que Windows 95 soportaba la capacidad de Plug and Play.
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345 HERRAMIENTASDE DESARROLLO SOFTWARE.

La tarjeta de adquisicién de datos tiene capacidad para controlar y monitorizar
dispositivos externos, capturar sefiales, enviar y transmitir sefidles datos y sefides de
control. Las acciones concretas que redice la tarjeta dependeran de como €
programador disefie la aplicacion que a su vez controla la tarjeta. En esa aplicacion es
donde se codificara la secuencia de acciones gque se desean y las capacidades que se
quieren aprovechar de las disponibles en una tarjeta de adquisicion de datos. Para €l
disefio y posterior codificacion de la aplicacion se requeriran unas herramientas de
desarrollo software compatibles con los drivers de la tarjeta, para que la aplicacion se
pueda traducir e interpretar en comandos a nivel hardware que actlan sobre la tarjeta,
donde estos comandos dependeran de los drivers concretos de cada modelo de cada
tarjetay seran transparentes al usuario, que solo percibira el nivel de aplicacion.

Las tarjetas de adquisicion de datos son compatibles con una gran variedad de
productos software, destinados a un amplio rango de usuarios. Para asegurar la
integridad de los datos, los fabricantes desarrollan paraelamente las tarjetas y €
software adecuado, creando entornos de programacién visuales que soportan operacion
continua y transferencia de datos sin espacios muertos entre lamemoriay el disco duro.
Se han desarrollado muchas herramientas para coordinar y satisfacer simultdneamente a
los distintos buses del PC, las diferentes arquitecturas y los requerimientos de vel ocidad
y transferencia.

Estas herramientas de desarrollo software permiten crear aplicaciones con
capacidad de transferir flujos de datos de longitud arbitraria desde la memoria a disco
duro y viceversa, a dta velocidades, hasta e maximo throughput de la tarjeta. La
adquisicion de datos usando estas herramientas de desarrollo software esta tipicamente
limitada en duracion solo por la cantidad de memoria disponible o espacio en € disco
duro. Para asegurar que no se ha perdido ningun valor de datos, la mayoria de las
tarjetas con operacion continua estan dotadas de un circuito adicional de aviso de error,
gue se activa cuando un nuevo valor de datos se escribe encima de un valor previo.

3.45.1 Entornodeprogramacion: HP VEE Y DT VPI

En el prototipo de maguina de Langendorff se emplea como herramienta de
desarrollo software € entorno de programacion formado por €l lenguaje visua de
programacién HP VEE y DT VP, que proporcionan capacidades para la adquisicién de
datos, €l andisis y la monitorizacion. Este entorno de programacion funciona bajo el
sistema operativo Windows.

Este paquete es recomendado para ingenieros y cientificos por €l fabricante Data
Trandation, parallevar a cabo tests de fabricacion o medidas complejas. Este fabricante
ofrece distintas posibilidades de herramientas de desarrollo software, que engloba bajo
el nombre general de arquitectura de capas abiertas.
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Este entorno de programacion visua aisla la aplicacion software de los
comandos especificos hardware, haciéndol os transparentes al usuario:

v" DT VPI hace las funciones de interfaz e intérprete entre la tarjeta como
componente hardware y HP VEE como componente software del sistema.
Afiade funciones a HP VEE especificas de la tarjeta de adquisicion instalada,
en funcion de las capacidades reales que ésta tiene y de la informacion
extraible de sus drivers.

v HP VEE es un entorno de programacion gréfica, permite construir una
aplicacion usando una intuitiva interfaz de usuario grafica. La més reciente
version, HP VEE 6.0 trae incorporado MATLAB, por lo que tiene
adicionales capacidades para €l procesamiento de la sefia , teniendo en un
anico entorno gréfico, capacidades de visualizacion y analisis.

3.4.5.1.1 Arquitecturade capas abiertas.

Nos centramos en dos niveles de las siete posibles capas que podemos distinguir
segun el estandar OSI en la arquitectura de un sistema:

NIVEL DE APLICACION

NIVEL FiSICO

Fig. 22 Simplificacion de la arquitectura de capas abiertas.

En € sistema de la méquina de Langendorff, podemos identificar cada uno de
estos dos niveles:

v A nivel de aplicacion estd e programa desarrollado para controlar la
méaquina, codificado usando € entorno de programacion formado por el
lenguaje visual de programacién HP VEE y DT VPI. Este programa también
lo [lamamos aplicacion.

v" A nivel fisico estan los comandos hardware que actlian directamente sobre la
tarjeta, ordenandol e acciones concretas.

Las herramientas de desarrollo software proporcionadas por € fabricante Data
Tranglation aseguran el aislamiento entre la aplicacion que se disefia con su entorno de
programacion (HP VEE y DT VPI) y los comandos especificos hardware de la tarjeta.
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Como resultado del aislamiento entre la aplicacion y los comandos especificos
hardware, se asegura autométicamente la completa portabilidad del cddigo de la
aplicacion desarrollada, entre tarjetas de adquisicion de datos compatibles, aunque cada
unade las tarjetas tenga sus drivers especificos.

Este es e sentido de una arquitectura de capas abiertas: a pesar de cambiar €l
nivel inferior de programacion (nivel fisico), podriamos conservar € cédigo del nivel
superior de programacién (nivel de aplicacion). A pesar de instalar los drivers de un
dispositivo hardware distinto, y que por tanto cambien los comandos que actlen sobre
latarjeta a nivel fisico, las funciones de HP VEE quedan completamente aisladas de la
gjecucion concreta de los comandos del hardware y por tanto la aplicaciéon es
reutilizable. Esta independencia del nivel de aplicaciéon respecto del nivel fisico del
hardware permite que se actualice €l hardware sin necesidad de reprogramar, por lo que
cualquier inversion en tiempo y dinero que hagamos en desarrollo del software quedara
protegida.

3.45.1.2 Caracteristicasde HP VEE.

v Entorno gréafico Unico, que maneja tanto medidas y recogida de datos como
analisis matematico.

v Integra en un Unico entorno lo que antes solia requerir 2 paquetes software
separados, uno para recoger datos y realizar medidas y otro para € andlisis
matematico.

v Compatible con cualquier tarjeta de PC o instrumento del mercado lider.
v Compatible con cualquier equipo o robot mediante €l uso de Actives.

v' Compatible con cualquier aplicacion software (browsers, Excel, Word,
MATLAB).

v' Compatible con lenguajes de programacion (Visual Basic, Visual C++,
LabVIEW).

v Puede ser usado como programa aislado o puede servir para interactuar con
un instrumento o un dispositivo y asi proporcionar los resultados del andlisis
y las medidas.

v/ Cbdigo portable a cualquier sistema en que € hardware funcione también
con DT VPI como interfaz.

v Se puede emplear con ilimitado nimero de instrumentos.
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v llimitadas €jecuciones del programa sin que caduque la licencia del
programa.

v" Reutiliza codigo escrito en C/C++ o Visua Basic, por lo que aprovecha
inversiones en programacion realizadas previamente.

3.45.1.3 Caracteristicasde DT VPI.

v" Funciona de interfaz e intérprete entre la tarjeta como componente hardware
y HP VEE como componente software del sistema.

v Afiade menUs de adquisicion de datos que se integran con € resto de menus
mostrados por HP VEE.

v Afade funciones a HP VEE especificas de |a tarjeta de adquisicion instalada,
en funcion de las capacidades reales que ésta tiene y de la informacion
extraible de sus drivers.

v' Afiade funciones y controles para configurar y programar fécilmente las
tarjetas de Plug& Play del fabricante Data Trandlation.

v' Capacidad de control sobre tarjetas cuya funcionalidad sea tanto de alto
como de bajo nivel.

Fig. 23 Ejemplo de pantallacon HPVEE y DT VPI.
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3.4.5.1.4 Requerimientosdel sistema.

Para poder instalar y gjecutar € entorno de programacion formado por HP VEE
y DT VP, son necesarios unos recursos minimos:

v

v

v

PC compatible con un procesador Pentium 120 MHz como minimo.

Unidad de CD-ROM.

Al menos 24 MB de RAM o0 més, recomendada para Windows 95/98.

Al menos 48 MB de RAM o mas, recomendada para Windows NT/2000.

Al menos 25 MB libres de disco duro.

Sistema operativo Windows (valido 95, 98, NT 4.0 6 2000)

Drivers apropiados de |a tarjeta de adquisicion de datos.

Fig. 24. Los drivers de latarjeta PCl suelen administrarse en un CD.
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4 DESCRIPCION GLOBAL DE LA SOLUCION.

4.1 INTRODUCCION Y DESCRIPCION DEL PROYECTO.

A continuacién se hace un recorrido cualitativo por la implementacion del
proyecto y la solucion adoptada para crear una maquina de Langendorff que facilite las
tareas de criopreservacion de 6rganos.

Lafinalidad del presente capitulo es tan solo extraer y ofrecer una idea general
y clara de los objetivos perseguidos y facilitar la comprension del consiguiente disefio
gue se hadesarrollado para conseguir tales propdsitos.

Se presenta la organizacion del sistema total en subsistemas, sin entrar en
tecnicismos ni detalles de cdmo estos subsistemas estan implementados, tan solo se
atendera a su funcionalidad, su interrelacion y el papel que desempefian estos bloques
menores, una vez integrados en el sistema total que constituye el prototipo de la
maquina.

4.1.1 DESCRIPCION DE OBJETIVOS.

Desde €l punto de vista técnico, la maguina de Langendorff tiene como objetivo
conseguir en cada instante la inyeccion de una disolucién de unas determinadas
caracteristicas en un corazén expuesto a tal perfusion. Estas caracteristicas vienen
determinadas por un perfil que introduce e usuario como dato de entrada en la
aplicacion que gestionay controla la méaquina completa.

v En €& caso del prototipo de méquina de Langendorff con control
independiente de concentracion y temperatura:

El perfil estd formado por dos funciones: la funcion matematica que
representa la temperatura frente a tiempo como variable independiente y
la funcién matemética que representa la concentracion frente al tiempo,
donde el tiempo es de nuevo la variable independiente.

v En € caso del prototipo de maguina de Langendorff con control exclusivo de
temperatura:

El perfil eslafuncion matemaética que representa la temperatura frente a
tiempo como variable independiente.

Por tanto, a lo largo del tiempo que dura el proceso de criopreservacion, cada
instante esta asociado a una concentracion y una temperatura (en € primer caso),0 tan
sblo una temperatura (en € segundo caso). En cada instante, la disolucion total ha de
cumplir las caracteristicas asociadas a ese tiempo.
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El procedimiento sera muy similar en ambos prototipos, porque para tener €l
prototipo con control independiente de concentracién y temperatura, € montgje
hardware sdlo requiere la ampliacion de utilizar dos canales anal 6gicos més de la tarjeta
de adquisicién de datos para controlar dos bombas adicionales idénticas a las ya
instaladas. La variacion serd mayor en la aplicacion software que controla la maquina,
presentandose en el presente proyecto ambas versiones de la aplicacion disefiada.

41.1.1 Control independiente de concentracion y temperatura

La disolucion inyectada en € corazon es el resultado de que se mezclen cuatro
cantidades distintas de fluidos. Dicha disolucion tiene en cada instante unos valores de
temperatura'y concentracion independientes entre si.

4.1.1.1.1 Especificacién detemperatura.

A continuacion se expone cdmo se consigue que la disolucion cumpla la
especificacion de temper atura:

v" Dos de las cuatro cantidades mezcladas para conseguir la disolucion son de
agua, bombeadas por sendas bombas peristdticas de dos bafios que
contienen agua a distintas temperaturas.

Un bafio de agua esta a temperatura T2.
Un bafio de agua esta a temperatura T3.

v’ Las otras dos cantidades a mezclar son anticongelante, que de igual manera
han sido bombeadas por otras dos bombas independientes, de dos bafios
separados que se encuentran a diferente temperatura.

Un bafio de anticongelante estd a temperatura T1.

Un bafio de anticongel ante esta a temperatura T4.

v" Resumidamente, disponemos de cuatro bafios, y la disolucién esta formada
por cuatro cantidades, que han sido extraidas de un bafio independiente, por
una bomba peristalticaindependiente. (Ver fig.25, pag.4-3).

v' En cada instante deseamos que la disolucién total tenga una temperatura
concreta y una concentracion determinada. Ambos valores son totalmente
independientes y no estén ligados entre si, de manera que a €elegir una
temperatura en un instante determinado para la mezcla total, no se fuerza
ningin valor de la concentraciéon, lo cua si ocurrirhd para € prototipo
construido con dos bombas.
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Disolucién total. J Temperatura T
Concentracion C

Bomba peristéltica.
Unién de los flujos de agua.

Unién de los flujos de anticongelante.

R |

Union de los flujos de aguay anticongelante.

Fig.25 Esquema de temperaturas de los 4 fluidos que forman la disoluciéon en
una maquina de Langendorff con control independiente de temperaturay concentracion.
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v Este control independiente de la concentracién y la temperatura es posible
debido a que se disponen de dos bafios a distinta temperatura de una misma
sustancia.

v S la disolucién total en un instante de tiempo tiene que estar a una
temperatura T, se vaaforzar que € flujo total de agua, resultado de mezclar
lo que bombearon las bombas peristalticas de los dos bafios de agua, esté a
temperatura T.

L as dos cantidades de agua que se mezclan entre si, deben ser tales que €l
flujo total de agua se encuentre a la temperatura T, sabiendo que se
mezcla una cantidad de agua a temperatura T2 y otra cantidad a
temperatura T3.

v" Deigual modo se obliga a que €l flujo total de anticongelante, consecuencia
de la unién de los caudales proporcionados por las dos bombas asociadas a
sendos bafios de anticongel ante, esté atemperatura T.

Las dos cantidades de anticongelante que se mezclan entre si, deben ser
tales que @l flujo total de anticongelante se encuentre a latemperatura T,
sabiendo que mezclo una cantidad de anticongelante a temperatura T1 y
otra cantidad a temperatura T4.

v Por tanto, en la unién de ambos caudales, aguay anticongelante, se mantiene
idealmente la temperatura T porque se estdn mezclando dos cantidades de
fluidos de densidad précticamente igual y que estén a la misma temperatura,
por lo que no debe haber intercambio de calor.

4.1.1.1.2 Especificacién de concentracion.

A continuacion se expone cdmo se consigue que la disolucion cumpla la
especificacion de concentracion:

v' Deseamos tener dos cantidades mezcladas de agua o dos cantidades
mezcladas de anticongelante, con temperatura resultante T parala mezcla de
ambas. Sabiendo que mezclamos dos liquidos iguales pero de temperaturas
distintas, habria muchas soluciones posibles, en las que las dos cantidades
mezcladas guardarian cierta proporcionalidad.

Sea un bafio de temperatura Tx del gque tomamos cierta cantidad X y un
bafio de temperatura Ty del que también cogemos cierto volumen Y para
tener unamezclatotal atemperaturaT.
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La ecuacion que reflgja el intercambio de calor realizado entre ambas
cantidades y cdmo se igualan sus temperaturas seria:

TxxX +TyxY =T(X +Y)
donde ( X+Y') esel volumen total de lamezcla.

v Infinitas combinaciones de valores (X,Y) serian posibles siempre que ambas
cantidades estuviesen disponibles en los bafos. Queda por tanto un grado de
libertad libre y que se aprovechara para imponer la condicién de
concentracion en la disolucion total.

La concentracion es la proporcion que existe entre dos cantidades
mezcladas, por lo que establece una relacion entre X y Y. Esta
proporcion, unida a la anterior relacién de temperaturas, fijaria
completamente |os caudal es empleados.

4.1.1.1.3 Especificacion de volumen.

A parte de las consabidas especificaciones de temperatura y concentracion,
existe unatercera especificacion, es una especificacion de volumen:

Esta especificacion solo depende del tipo de 6rgano a perfundir y exige que la
cantidad de disolucion total no tome cualquier valor porque para existe cierto limite, por
encima del cual e volumen de liquido que perfunde € érgano gerceria una excesiva
presion a ser inyectado y dafiaria los tejidos irremediablemente.

Por tanto la suma de los cuatro caudales que se mezclan no puede sobrepasar un
volumen méaximo que se fijard en un valor concreto para cada tipo de 6rgano y que
aumentard a medida que e 6rgano objeto de la criopreservacion aumente también de
tamafio. Un corazon de cerdo soporta mayores volimenes de inyeccién de disolucion
crioprotectora (del orden de 50 mi/min) que un corazén de congo,(del orden de 5
ml/min). Esta especificacion fijard un valor que serd invariable para todos los
experimentos que se realicen sobre un 6rgano de la misma naturaleza, sea cual sea €l
perfil elegido por el usuario paraladisolucion.

41.1.1.4 Modeado.

Estas especificaciones sobre € volumen méaximo admisible, la temperaturay la
concentracion de la disolucion total, se modelan con cuatro ecuaciones, que se
detallaran méas adelante, dentro del subsistema en e que se resuelven. Cada una de las
incognitas es la cantidad de flujo (ml/min) que se bombea de cada bafio, para que la
mezclatotal cumpla con las condiciones requeridas.

El proyecto engloba un desarrollo tedrico de ciertos conceptos relativos a la

Criopreservacion, un sencillo modelado matematico de la maguina mediante un sistema
de ecuaciones, la instalacion de la tarjeta de adquisicién de datos y las bombas
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peristélticas disponibles y fundamentalmente, la parte mas extensa del proyecto es €l
desarrollo de la aplicacién software que controla las bombas y hace de sencilla interfaz
gréficaentre el usuario de laméguinay el sistematotal.

Se utilizard como herramienta principal de trabajo € entorno de programacion
HP VEE y DT VPI, para disefiar la aplicacion software que sirva de programa de
usuario, presentando una sencilla interfaz visual, y a la vez, controle la tarjeta de
adquisicion de datos. Consiguiendo un control de la tarjeta, controlamos indirectamente
las bombas peristdlticas, ya que las salidas analdgicas de la tarjeta estédn conectadas
directamente con las entradas de tension de control analégico de la velocidad del rotor
de las bombas. Al controlar la velocidad del cabezal de las bombas, tenemos total
control sobre el flujo que dispensan y por tanto sobre la disolucion total, que resulta de
mezclar los 4 flujos. Al controlar los flujos, podemos controlar la temperatura y la
concentracion de lamezclatotal, en virtud de las ecuaciones que modelan €l problema.

Para el desarrollo de la aplicacion, serd necesario medir la funcién de
transferencia tensién / caudal de las bombas para utilizarla en e subsistema
correspondiente. Asi mismo sera imprescindible crear un mecanismo de medicion del
tiempo, para que en tiempo real se pueda gecutar € perfil de temperaturas y
concentraciones seleccionado por e usuario, a pesar de trabgar con una tarjeta que
carece de relojes, contadores o temporizadores. La Unica referencia de reloj que
podemos usar es la propiareferenciadel ordenador que alojalatarjeta.

4.1.1.2 Control exclusivo detemperatura.

El prototipo de 2 bombas sigue idéntico procedimiento de disefio e
implementacion que el prototipo con control independiente de la temperatura y la
concentracion, con algunas simplificaciones ya que se trata de una version reducida de
la méquina de Langendorff de 4 bombas.

En este caso, la disolucion resulta de mezclar tan sdlo dos cantidades, una de
agua y otra de anticongelante, que han sido extraidas de un bafio independiente, por una
bomba peristaltica independiente; veamos qué similitud guarda con el prototipo de 4
bombas:

v Debe cumplir la misma especificacion de volumen maximo.
Las suma de las dos cantidades mezcladas no pueden superar un valor
maximo que garantiza que € volumen de inyeccién no gercera una presion
nociva para el érgano criopreservado.

v" No existe la especificacion de concentracion.

v' Debe cumplir la misma especificacion de temperatura, en cada instante
deseamos que la disolucién total tenga una temperatura concreta T. A
continuacion se expone coOmo se consigue que la disolucion cumpla este
requerimiento:
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Una de las dos cantidades mezcladas para conseguir la disolucion es un
volumen X de agua, bombeado por una bomba peristéltica de un bafio
gue contiene agua a temperatura Tx.

La otra cantidad a mezclar es un volumen Y de anticongelante, que de
igual manera ha sido bombeado por otra bomba independiente, de otro
bafo separado que se encuentra a diferente temperatura Ty.

Laecuacion querige e equilibrio térmico es:

TxxX +TyxY =T(X +Y)
donde (X+Y) es el volumen total de la mezcla

Infinitas combinaciones de valores (X,Y) serian posibles siempre que
ambas cantidades estuviesen disponibles. Este grado de libertad libre
desaparece a unir esta ecuacion a la que resulta de la especificacion de
volumen maximo.

4.1.1.2.1 Modeado.

Estas especificaciones sobre el volumen maximo admisible y la temperatura, se
modelan con dos ecuaciones, que se detallaran mas adelante, dentro del subsistemaen €l
que se resuelven. Cada una de las incdgnitas es la cantidad de flujo (ml/min) que se
bombea de cada bario, para que la mezclatotal cumpla con las condiciones requeridas.

Las mayoria de las tareas a realizar son idénticas a la descritas para e prototipo
con 4 bombeas:

v Es necesario €l mismo desarrollo tedrico de ciertos aspectos de interés de la
Criopreservacion.

v Es necesario €l modelado matemético de la magquina mediante un sistema de
ecuaciones, que resulta alin més sencillo que en el caso anterior ya que no es
mas que una simplificacion del sistema de ecuaciones que describe €l
prototipo con control independiente de tension y temperatura.

v" Tienen en comln la tarea de instalacion de |a tarjeta de adquisicion de datos
y conexionado de las bombas peristalticas disponibles a los canales
anal 6gicos de salida.

v Tienen en comun las medidas de la funcién de transferencia tension / caudal
de las bombas, ya que se utilizan bombas idénticas en ambos montajes.
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v Tienen en comin la creacion de un mecanismo de medicion del tiempo, para
gue en tiempo real se pueda gecutar € perfil de temperaturas seleccionado
por el usuario.

v' Fundamentalmente la diferencia entre ambos proyectos estriba en la
aplicacion software que controla las bombas y gue hace de sencilla interfaz
gréfica entre el usuario de la maguinay el sistema total. De igual forma se
usara el entorno de programacion HP VEE y DT VPI.
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4.2 SOLUCIONES ALTERNATIVAS Y ANTECEDENTES
GENERALES.

4.2.1 PROCEDIMIENTOSANTERIORES: TECNICASDE HIPOTERMIA.

Anteriores a las técnicas de criopreservacion, en sus variantes de procesos de
congelacion-descongelacion y vitrificacion, se han venido aplicando técnicas de
hipotermia para preservar e corazon. Antes de proceder a aplicar técnicas de
hipotermia, se proporciona a érgano un pretratamiento, en el que se le administran
ciertos agentes farmacolégicos, tales como glucosa, lidocaina o adenosina, para
incrementar la tolerancia miocérdica a laisquemia. Laisquemia es el estado patol 6gico
en el que las células se quedan sin oxigeno y nutrientes, debido a que los tejidos no
reciben riego sanguineo por una obstruccion de las arterias.

A principio de la década de los 70, se comenzé a aplicar técnicas de hipotermia,
en las que se perfundian corazones en maquinas de Langendorff, inyectando en ellos
unas soluciones cardiopléjicas cristaloides, cuyas concentraciones en potasio
conseguian preservar € miocardio. El éxito de la cardioplegjia dependia de la
concentracion de potasio, la temperatura de la solucion, los aditivos y la duracion del
intervalo isgquémico. La hipotermia reduce |la tasa metabdlica de los tejidos por encima
del 99%. Inmediatamente después de la inyeccion de una solucion cardiopléjica, sin
periodo de almacenamiento, se puede esperar més del 99% de la recuperacion de la
respuesta funcional del corazén, si la solucion contiene polietilenglicol (PEG). En
cualquier caso, con las soluciones cardiopl§icas, sblo se conseguian periodos
transitorios de almacenamiento.

422 PROTOTIPOSDE SISTEMASANTERIORES.

A continuacion se mencionan algunos prototipos de maquinas y sistemas que ya
se han aplicado con anterioridad en la conservacion de 6rganos. Algunos sirven de
antecedente al prototipo que se ha disefiado en €l presente proyecto y otros presentan
soluciones alternativas pararesolver el problema de la preservacion de 6rganos:

v Waters Inc. y Belzer utilizaron bombas de perfusion intra-abdominal,
encontrdndose que la perfusién continua producia formacion de edemas y
una prolongada exposicion a niveles atos de oxigeno, la cual aumenta la
susceptibilidad del corazén alos ataques de los radicales libres.

v' Una técnica de perfusion aternativa, la microperfusion, se empled por
Susuki para experimentar con corazones de perros, utilizando una bomba de
goteo con un flujo de 20ml/100g por hora, que le permitié preservar los
Organos con éxito durante 24 horas.
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v" Wicomb, Portnoy y Collins disefiaron un dispositivo de perfusién tipo
jeringa con un flujo de 10-15ml/100g por hora, (fig. 26). Este dispositivo se
empled para perfundir corazones de congjos, consiguiendo que después de
24 horas de almacenamiento la formacion de edemas resultara insignificante
y larecuperacién de lafuncionalidad fuera cercana alos valores de control.

Tasa de flujo
10-15ml/hara/100g

o |lr ac

Fig.26. Microperfusion con un dispositivo de perfusion tipo jeringa.

v" En 1981 se preservo por perfusion € primer corazon humano, usando una
bomba con puente de aire. Los corazones fueron amacenados entre 4 y 16
horas, siendo transplantados a personas, en los que se observé una buena
funcionalidad, tanto inmediata como a largo plazo.

v' En 1989 en San Francisco, se preservaron 22 corazones utilizando PEG
20M, 8 de los cuales recibieron microperfusion y fueron almacenados entre
tres horas y cinco horas y media. Esos corazones fueron transplantados
posteriormente, consiguiendo en todos los casos més de 6 afios de vida en el
receptor.
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4.3 DESCRIPCION Y JUSTIFICACION DE LA SOLUCION
ADOPTADA. ANALISISDE LA SOLUCION.

Unavez definida la situacion y estudios que han precedido al presente proyecto,
podemos describir los bloques fundamentales que lo constituyen:

v Estudio tedrico de la Criopreservacion.
v Desarrollo hardware de la méaguina de L angendorff.

v Desarrollo software de la maquina de Langendorff.

43.1 ESTUDIO DE LA CRIOPRESERVACION .

4.3.1.1 Principiosdela Criobiologia.

La preservacion del corazén puede redizarse mediante enfriamiento
criogénico, para intentar acanzar un tiempo indefinido de conservacion vy
almacenamiento del 6rgano, hasta que se produzca su transplante. Al enfriar, se forma
hielo entre las células que conforman €l interior de un 6rgano, produciendo un dafio
irreparable, por o que este enfriamiento que si es bueno para una poblacion aislada de
células, debe estar mucho més controlado si se quiere aplicar no sdlo a una poblacién
sino a un 6rgano compl eto.

Este estudio completo a nivel fisicoguimico, biofisico y biolégico de la
formacién de hielo durante la criopreservacion de tejidos debe realizarse en €l comienzo
del proyecto, apoyandonos en estudios previos y documentandonos adecuadamente con
publicaciones y articulos de Ultima hora, extractos de importantes Congresos de
Criobiologia y revistas de vanguardia que recogen las Ultimas investigaciones y
descubrimientos.

Este estudio debe permitirnos extraer informacion sobre cOmo un proceso de
criopreservacion altera los tgjidos, ya que atemperaturas bajo -0.6°C, € agua biolégica
bajo condiciones isotonicas se vuelve inestable termodindmicamente y favorece el
estado cristalino. Dada la abundancia de agua en los sistemas bioldgicos, la fase de
transicion sdlido-liquido (hielo-agua) es un fendmeno critico en la criopreservacion y su
estudio debe servirnos para extraer conclusiones sobre e perfil adecuado de
temperaturas a que someteremos al corazon en nuestra méaguina, €l anticongel ante mas
adecuado para criopreservarlo, las concentraciones idéneas y otro tipo de
condicionamientos que pueden modelar la implementacion fisicay rea de la méaquina
de Langendonff que desarrollamos en este proyecto.
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4.3.1.1.1 Estudiosfisicoquimicosdelaformacién de hielo.

La fase sdlido-liquido en una solucion acuosa es termodinamicamente favorable
solo a temperaturas por debagjo del punto de fusién. Cuando €l hielo se forma en tal
solucion sobreenfriada, 1os solutos no se incorporan a la estructura de hielo creciente y
la fraccion de solucidon no congelada se vuelve cada vez més concentrada. Asi los
solutos bagjan la temperatura de equilibrio de fusion de la solucién no congelada y el
grado de sobreenfriamiento incrementa. Cuando la fraccion no congelada no es capaz de
sobreenfriarse més, la cristalizacion cesa y la fase de hielo estd en equilibrio
termodinamico con la solucién liquida. La concentracion de equilibrio final de la
fraccion no congelada es sdlo una funcién de la temperatura, que viene determinada por
el diagrama de fase de la solucién. Por otro lado, la cantidad total de hielo que se forma
a una temperatura dada es una funcién de la composicion inicial de la solucién. Asi €l
equilibrio termodinamico entre el hielo y agua sirve como mecanismo regulador para el
volumen de solucién que permanece sin helarse y la composicion quimica de esta
disolucion.

Bajo especiales circunstancias, la cantidad de hielo formada podria estar
gobernada por condiciones cinéticas, mas que por termodindmicas. La formacion de
hielo en una disolucion sobreenfriada es iniciamente debida a una agregacion
estocastica de moléculas de agua en una constelacién estable termodinamicamente a
partir de la cual, los cristales de hielo pueden crecer. Tanto dicha agregacion como el
crecimiento posterior de cristales dependen de la Cinética y ambos procesos ocurren
mas lentamente a medida que la viscosidad de la disolucion aumenta, por lo que
podemos concluir gue laformacion de hielo disminuye con latemperatura. Al aumentar
la viscosidad, la solucion no congelada permanece en un estado metaestable con una
estructura amorfa 'y no cristalina. Ya que la formacion de hielo puede darse a cualquier
temperatura por debajo del punto de equilibrio de fusién pero por encima de la
temperatura de transicién cristaling, la cantidad total de hielo que se forme durante la
congelacion puede ser modulada controlando el tiempo que se usa para enfriar la
solucion, desde € punto de fusion hasta €l punto de transicion cristalina. Por gjemplo,
usando tasas de enfriamiento muy altas, la cantidad de hielo que se forma antes de
alcanzar |atemperatura de transicién cristalina puede ser reducido significativamente.

Con las crecientes concentraciones de soluto en la disolucién, aumentara la
viscosidad de la misma, reduciendo asi |as tasas de agregacion estocéastica de moléculas
de agua y crecimiento de cristales, la vitrificacion puede darse a tasas de enfriamiento
més bajas en | as disoluciones concentradas.

4.3.1.1.2 Estudiosbiofisicosdela formacién de hielo.

Debido a gue una muestra biol 6gica es enfriada hasta temperaturas por debajo de
su punto de fusion de equilibrio, el hielo se forma en € liquido extracelular tanto de
forma esponténea, debido a que se rompe e estado metaestable de la solucion
sobreenfriada, o de forma deliberada si tocamos la muestra con una aguja enfriada. Esta
fase de hielo extracelular juega el mayor papel en larespuesta biofisica de las celulas en
un proceso de criopreservacion porque altera € ambiente quimico de las células,
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mecéanicamente las fuerza y las deforma, y puede inducir la formacion de hielo dentro
delascélulas.

Una de las consecuencias mas importantes de la presencia del hielo en el medio
externo es el efecto en la composicion de la fraccion de la solucidn extracelular que no
estd helada. Como la solucion extracelular cada vez estd mas concentrada en solutos a
medida gque la temperatura disminuye y la fase de hielo crece, aparece un desequilibrio
potencial quimico entre € citoplasma y la fraccién de solucién externa no congelada.
Este desequilibrio aumenta la fuerza conductora que transporta por difusion los solutos
hacia dentro de la célulay un flujo de agua hacia fuera de la célula. Sin embargo, al ser
la permeabilidad de la membrana citoplasmatica para el agua significativamente mayor
gue la permeabilidad correspondiente a soluto a bajas temperaturas, la membrana
efectivamente se comporta como una membrana semipermeable, en las escalas de
tiempo relevantes para la criopreservacion. Consecuentemente, la célula responde a la
creciente tonicidad del medio externo durante la congelacion expulsando agua de su
interior via osmosis. Existen varios model os matematicos para describir la cinética de la
deshidratacion celular durante la congelacion, entre ellos e modelo matematico de
Mazur, que asume que el transporte de agua desde el medio intracelular al extracelular
esta limitado en el tiempo por € transporte transmembranal y no por la difusion a 'y
desde la membrana. Esto es vdlido solo para células de membranas con muy ata
permeabilidad, como los eritrocitos, 0 amuy bajas temperaturas.

De este modo, la tasa del flujo de agua es proporciona a la magnitud de la
fuerza conductora, es decir, a la diferencia de presién osmaética a ambos lados de la
membrana, y a la permeabilidad de la membrana citoplasmética a agua. La
permeabilidad de la membrana es fuertemente dependiente de la temperatura y es
comunmente descrita por larelacion de Arrhenius que sigue:

é E, & 1 Od‘l
L,(T) =L, exp& ¢ -C¢—=

§ RG&T gTefg,aH

donde L ,(T) eslapermeabilidad al agua de la membrana; T es la temperatura;

L, €s la permeabilidad a la temperatura de referencia (T ); E,, es la energia de

activacion para €l transporte de agua; y R , la constante del gas. La cinética de la
deshidratacién de la célula durante la congelacién es por tanto sensible a los valores de
E,Yy L, Como estos parametros pueden variar considerablemente entre diferentes

tipos de célula, es esperable una correspondiente variabilidad en la respuesta de varias
células al mismo protocolo de congelacion.

El hielo que rodea las células también actlia como una fuerza mecanica, y puede
causar deformacion celular e incrementar la proporcién de medio extracelular que
solidifica. Sin embargo, debido a que la morfologia del cristal del hielo es
extremamente sensible a las condiciones experimentales, los efectos mecanicos del
hielo en las células ha resultado dificil de caracterizar cuantitativamente. De todas
formas, como las células normalmente permanecen en canales de solucion liquida en
medio de cristales de hielo, la fraccion de la solucion extracelular que permanece sin
congelar ha sido usada como medida de la cantidad del volumen de liquido disponible
para las células. Se han medido directamente €l ancho de los canales de liquido no
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congelado entre los cristales de hielo, y se ha observado que los didmetros de los
canales disminuyen con la temperatura y que las células confinadas en los canales se
deforman a medida que el ancho del canal se decrementa hasta las dimensiones de una
célula. Tondorf encontré que la fuerza de adhesién entre liposomas del tamafio de una
célulay unainterfaz plana de hielo es significativa. Aunque una similar investigacion de
la adhesion entre oocitos y hielo no observo e efecto de la fuerza adhesiva, los
resultados de Tondorf indican la importancia de una interaccién mecanica directa
significativaentre hielo y células.

Ademas de influenciar el ambiente quimico y mecanico de la célula, se piensa
que €l hielo extracelular esta directamente implicado en causar € inicio de laformacién
de hielo dentro de las células. Comparaciones experimentales de la formacién de hielo
en células congeladas en la presencia y en la ausencia de hielo extracelular han
mostrado que la formacién de hielo intracelular ocurre a temperaturas
significativamente mas altas cuando € hielo extracelular esta presente, 10 que sugiere
gue e hielo externo induce o cataliza dicha formacién de hielo en € interior de la
célula. Aunque el mecanismo exacto de la formacion de hielo intracelular y el papel del
hielo externo en este proceso no son conocidos, existen varias hipotesis para explicar la
formacién de hielo en las células, y han servido de estructura de trabajo para modelos
matemati cos que predicen laformacion de hielo intracelular.

La aproximacion de Toner asume que € hielo se forma dentro de la célula por
nucleacion en las zonas intracelulares cataliticas. Toner sefida la formacion de unas
constelaciones, parecidas a hielo, de moléculas de agua a partir de las cuales los
cristales de hielo crecen, tal y como defiende la teoria de la nucleacion. Partiendo de
esta aproximacion, se obtiene un modelo matemético que ha tenido éxito en predecir la
formacién de hielo intracelular en un amplio rango de diversos tipos de células. Este
modelo formula una expresion para la tasa de formacion de esas constelaciones de
moléculas de agua, y en ella se observa que la tasa de nucleacion depende fuertemente
de latemperatura de sobreenfriamiento del citoplasma:

J(T) = Wexp|- KT DT ?]

donde J es la tasa de nucleacion; DT, el sobreenfriamiento; W y Kk, los
coeficientes cinéticos y termodindmicos respectivamente, que son distintos para cada
tipo de célula. La nucleacién es un proceso estocastico, por |0 que esta ecuacién puede
ser usada para calcular la probabilidad de formacién de hielo en una poblacion de
células dada, sometida a criopreservacion, asumiendo células idénticas. En la practica,
las condiciones de congelacion cuyo resultado en la formacion de hielo intracelular
tipicamente tienen asociada una temperatura de nucleacion caracteristica a la cua la
probabilidad de la formacion de hielo sube abruptamente de 0 a 1. Sin embargo, la
teoria de la nucleacion no es suficiente para predecir por completo el acance de la
cristalizacion intracelular, ya que solo predice e principio de la formacion del hielo.
Recientemente, se ha propuesto que la velocidad del crecimiento del cristal es
proporciona a la difusion del agua intracelular y €l sobreenfriamiento del citoplasma,
gue a su vez dependen de las propiedades instantaneas de la solucion intracelular, por o
que la dinamica de la formacion de hielo dentro de las células estd modulada por €l
proceso de deshidratacion. Debido a transporte de agua durante la congelacion, la
composicion y el volumen del citoplasma estan cambiando continuamente, afectando
asi a las tasas de nucleacidon y crecimiento del cristal. El agua intracelular que se
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convierte en sobreenfriada durante la congelacion puede conseguir € equilibrio
termodindmico tanto por dejar la célula y formar hielo extracelular, como por formar
una nueva fase de hielo dentro de la célula. Ocurrira una cosa u otra dependiendo de las
magnitudes relativas de la tasa de agua transportada y |a tasa de nucleacién. Cuando las
células son enfriadas lentamente, la tasa del flujo de agua a través de la membrana es
suficientemente alta para prevenir niveles excesivos de sobreenfriamiento, y asi la
deshidratacion es favorecida frente a la formacion de hielo intracelular. Por el contrario,
a velocidades rpidas de enfriamiento, la deshidratacion es lenta comparada con la tasa
ala que la solucion intracelular se sobreenfria, por lo que se favorece la formacion de
hielo dentro de la célula. Usando un modelo matemético del proceso de tranporte de
agua, junto con modelos de la nucleacién intracelular y € crecimiento de cristales de
hielo, es posible predecir qué proporcién de una poblacion de células formara hielo
intracelular durante la congelacién y qué fraccidn del liquido intracelular cristalizara

4.3.1.1.3 Estudios biolégicos de la formacion de hielo.

Tal y como demuestran los estudios biofisicos redizados previamente, las
células estédn sujetas a fuerzas mecanicas, cambios quimicos y térmicos durante la
criopreservacion, los cuales pueden afectar seriamente sus funciones bioldgicas.
Aunque la suspension del metabolismo y otras reacciones a temperaturas criogénicas es
beneficioso para € amacenamiento a largo plazo de los biomateriales, |os procesos de
congelacion y descongelacion son a menudo agresivos para los tejidos. Debido a la
complgjidad de los sistemas hioldgicos, los mecanismos exactos del dafio celular
durante la criopreservacion no han sido aln aclarados. Sin embargo, la supervivencia
medida en células como una funcién de la tasa de enfriamiento, parece ser
cuaitativamente similar para todos los tipos de células (ver fig.28, pag. 4-16). La
supervivencia de la célula es bagja tanto con tasas de enfriamiento muy rapidas como con
tasas de enfriamiento muy lentas. Hay unatasaintermedia de velocidad de enfriamiento
gue presenta €l Optimo rendimiento en cuanto a la supervivencia de las células
criopreservadas. Incluso cuando la tasa de enfriamiento Optimay el ancho de la curva
puede variar en algunos Ordenes de magnitud para distintos tipos de células, €
comportamiento cualitativo parece ser universal.

Basandose en esta observacion, se ha llegado a la conclusion de que hay dos
mecanismos independientes de dafio celular durante la congel acion, seguin sea velocidad
de enfriamiento lento o rdpida. En €l caso de tasas de enfriamiento altas, las células se
ven dafiadas por la formacién de hielo intracelular, aunque la ruptura de la membrana
debida a flujos osméticos ha sido también propuesta como causa de dafio celular para
las velocidades dtas. Para las velocidades lentas de enfriamiento, las células se ven
deterioradas por los efectos de la exposicion a las atas concentraciones de las
soluciones intracelulares y extracelulares y a las interacciones mecanicas entre las
celulasy € hielo extracelular.

A continuacion se presenta una gréfica de la tasa de supervivencia de una célula
hipotética, mostrando los tipos de dafios que podria sufrir tanto con velocidades altas
como bagas de enfriamiento, y se muestra el comportamiento de la curva de
supervivencia celular para velocidades Optimas, subOptimas y supradptimas de
enfriamiento.
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Fig.27 Tasa de supervivencia de una célulafrente ala velocidad de enfriamiento.

También se han propuesto otros origenes no mecanicos para € dafio celular,
como la induccion de la formacion de una burbuja de gas por € hielo intracelular
durante el caentamiento. A pesar de la evidencia de que la formacion de hielo
intracelular estd envuelta en e dafio de la célula durante la congelacién, se han
observado casos de formacion inocua de hielo en céulas, lo cual indica que la presencia
de hielo por si misma no causa muerte celular, especialmente cuando la extension de la
cristalizacion intracelular esta controlada. Este serd un gran fundamento para el
desarrollo del presente proyecto, ya que con e anticongelante diluido que la maguina de
Langendorff inyecta en el 6rgano, no evitaremos la formacion de pequefios cristales en
algunas partes del corazon, porque sin dafiar los tgjidos, a perfundir es dificil conseguir
una difusién perfectay homogénea del anticongelante que llegase hasta la Ultima célula
del corazén, pero lo que si se excluye con esta perfusion es el crecimiento de esos
cristales de hielo, que serian los que dafiarian irreversiblemente los tejidos.

Las altas concentraciones de electrolitos y otros solutos en el medio extracelular
y la resultante deshidratacién celular durante los enfriamientos lentos han sido
propuestos como fuente de dafio para las células criopreservadas. Lovelock ha
demostrado que las soluciones hiperténicas salinas causan desnaturalizacion en la
lipoproteinas y este proceso podria inducir hemdlisis en los gldbulos rojos. Meryman
propuso la existencia de un minimo volumen celular critico, por debagjo del cual, la
célulaiba a deteriorarse, mientras que Steponkus mostré que los lipidos de la membrana
celular podian desaparecer durante la deshidrataciéon osmética y que e dafio ocurre
durante la rehidratacion si no hay suficiente material membranoso para que la célula
recupere su volumen isotonico. El flujo de agua que atraviesa la membrana celular por
Osmosis también ha sido propuesta como fuente potencia de dafio.
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Ademés de los efectos de las soluciones y concentraciones, también se
consideran las interacciones mecanicas entre el hielo extracelular y las células que han
sido implicadas en la criopreservacion, como posible fuente de dafio celular a
temperaturas de enfriamiento subdptimas. Esto se demostré cuando a temperaturas por
debajo de —10°C, la hemdlisis de eritrocitos no podia atribuirse Unicamente a la alta
concentracion de electrolitos, y se concluy6 en gque los efectos mecanicos eran un factor
significativo en el dafio celular. Hubel encontr6 que a bagas velocidades de
enfriamiento, € deterioro que se producia en las células estaba relacionado con la
presencia de ramas de dendritas de hielo secundarias, observando que se producian
fuerzas mecanicas que tenian un efecto cortante debido ala bastaforma de las dendritas.

4.3.1.2 Metodologiadela criopreservacion.

Para criopreservar células y tgiidos podemos elegir procedimientos de
congelacion-descongelacién o vitrificacion. En las técnicas de preservacion de
congelacién-descongelacién, la solucion extracelular sufre congelacién, pero se toman
medidas para minimizar la probabilidad de formacién de hielo intracelular. En los
procedimientos de vitrificacion, se intenta prevenir la formacién de hielo en la muestra
entera.

L os procedimientos de congel acion-descongel acion aprovechan las propiedades
del hielo extracelular, mientras que la vitrificacion busca evitar |os efectos dafiinos del
hielo intracelular y extracelular. Ambas técnicas suministran a la muestra productos
quimicos crioprotectores y después enfrian la muestra hasta la temperatura ala cual seré
almacenada. En la congelacién, pero no en la vitrificacién, la formacion de hielo es
inducida en la solucion extracelular antes de comenzar e enfriamiento. Cuando la
muestra se va a retirar del amacenamiento, es descongelada y |as sustancias quimicas
crioprotectoras son eliminadas del sistema por dilucién.

4.3.1.2.1 Sustancias crioprotectoras.
L as sustancias quimicas crioprotectoras se pueden dividir en dos categorias:

v Penetrantes, como €l glicerol o € dimetil-sulféxido (DM SO), que atraviesan
la membrana celular.

v No penetrantes, como los polimeros, que no pueden entrar en las células.

Los mecanismos por los que estos agentes protegen las células durante la
criopreservacion no son conocidos, pero se piensa que los crioprotectores penetrantes
reducen los dafos celulares debidos a los efectos de reducir la concentraciones de
electrolitos en la célula. Los crioprotectores también estabilizan entropicamente las
proteinas s éstas han perdido su cobertura de hidratacién, y hay evidencias que las
sustancias polares tales como DM SO estabilizan la membrana mediante interacciones
electroestéticas. También la proteccion contra la formacion de hielo celular ha sido
atribuida a los efectos coligativos de los agentes crioprotectores. En altas
concentraciones, aumentan la viscosidad de las soluciones existentes dentro y fuera de
la célula, y asi reducen drésticamente las tasas de hielo por nucleacion y e crecimiento
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de los cristales, por lo que los protocolos de vitrificacion emplean grandes
concentraciones de estas sustancias quimicas para suprimir la formacién de hielo
durante |la criopreservacion.

A pesar de la proteccién que aportan alas células, también pueden dafiarlas si se
usan muy concentrados. Se puede reducir la toxicidad disminuyendo el tiempo o la
temperatura de la exposicion de las células a crioprotector o usando menores
concentraciones del aditivo. Paraddjicamente, hay pruebas de que la presencia de estos
agentes puede causar mayor retencién del citoplasmay aumentar la probabilidad de la
formacion de hielo dentro de la célula, causando asi dafio celular. A esto se afiade que la
adicion y posterior eliminacion de los crioprotectores antes y después de la
criopreservacion pueden dafar las células debido a fuerzas osmaéticas excesivas. Debido
aque los agentes tipicamente entran y salen de la célula a una tasa menor que el agua, la
respuesta inicial de una célula expuesta a una solucién crioprotectora es perder agua a
través de su membrana, hacia fuera de la célula. De igual forma, una célula conteniendo
solutos crioprotectores se hinchara inicialmente cuando se sitle en un ambiente
isotonico, cuando €l agua entre en la célula por 6smosis. Aungue € volumen de la
célula volvera a su valor isoténico cuando €l crioprotector penetre la membrana celular
y la equilibre, excesivas excursiones volumétricas y atos flujos osméticos de agua
pueden ser negativos.

Por tanto, estos agentes son usuamente afadidos y eliminados gradua mente,
cambiando la concentracion de la solucion celular en pasos sucesivos. Sin embargo, 10s
objetivos de una lenta y escalada inyeccion del crioprotector deben ser equilibrar y
llegar a compromiso con los efectos negativos de una exposicion alargada a
crioprotector. Un modelo matematico del transporte de agua y crioprotector fue usado
por Levin y Miller para predecir tedricamente los protocolos Optimos para afiadir y
eliminar estos agentes quimicos. La méquina de Langendorff posee un potente software
en el que el usuario puede introducir como entrada de datos esos hitos significativos en
el tiempo, en los que se cambia la concentracion del crioprotector y permite ejecutar
autométicamente en tiempo real esos valores sucesivos y escalados de la inyeccién del
agente, sin gue el usuario tenga que controlar nada més, una vez que especifico las
variaciones graduales de la concentracion que desea, en el tiempo también especificado
por é. La concentracion de crioprotector que se inyecta en el corazon ira variando hacia
los valores programados y en los instantes precisos de tiempo para los que se
programaron dichos cambios de concentracion.

4.3.1.2.2 Enfriamiento.

La velocidad de enfriamiento hasta la temperatura final de amacenamiento
puede afectar profundamente en el éxito o fracaso de la muestra bioldgica congelada. El
efecto de la velocidad de enfriamiento en el contenido en agua de la célulay en la
caracteristica de temperatura de la formacion de hielo intracelular se puede ver en la
figura 28, pag.4-19. Esta gréfica corresponde a hepatocitos congelados en presencia de
DMSO con valor de la molaridad 1.33 M. Con velocidades de enfriamiento rapidas, €l
volumen de aguaintracelular permanece casi constante durante el enfriamiento hastalos
—80°C, porque € tiempo es insuficiente para que €l agua abandone la célula.
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Las lineas continuas muestran € contenido de agua intracelular, normalizado a
condiciones isoténicas. Los puntos muestran la temperatura a la que € 50 % de la
poblacion de células sufre formacion de hielo intracelular, para cada tasa de
enfriamiento.
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Fig.28 Cinéticadel transporte de aguay laformacion de hielo intracelular.

Con velocidades bgjas, € agua de dentro de la célula puede abandonar €l
equilibrio con el hielo extracelular y se producen altos niveles de deshidratacion con el
incremento consiguiente de la concentracion de soluto. Cuando las concentraciones de
los solutos intracel ulares aumentan, incrementan la viscosidad del citoplasmay bajan el
punto de fusion de equilibrio de la solucion, disminuyendo asi el sobreenfriamiento del
citoplasma. Como resultado, la caracteristica de temperatura de la formacién de hielo
intracelular ( a la cua, €l 50% de las células han generado hielo intracelular) es
significativamente disminuida con velocidades bajas de enfriamiento. Por el contrario,
cuando las velocidades son altas, €l sobreenfriamiento del citoplasma se incrementa
rapidamente y la formacién de hielo intracelular aparece a temperaturas relativamente
altas. Sin embargo, para tasas extremamente altas ( por g emplo, més de 200°C/min para
los hepatocitos cultivados ), laformacion de hielo dentro de la célula se ve disminuido
debido a los efectos cinéticos. La dependencia de la deshidrataciéon con la tasa de
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enfriamiento es de uso practico, ya que tanto bajas como intermedias velocidades de
enfriamiento pueden ser usadas para controlar la concentracién y € volumen de la
solucién intracelular. Obsérvese, sin embargo, que para todas las velocidades de
enfriamiento, la deshidratacion de la célula se detiene a una temperatura caracteristica,
por gjemplo a —40°C para los hepatocitos cultivados que referenciamos en la figura
anterior. Esto es consecuencia de la dependencia con la temperatura de la permeabilidad
al agua de la membrana celular, reflgjada en la relacién de Arrhenius anteriormente
mencionada; atemperaturas suficientemente bajas, la membrana de la célular se vuelve
impermeable. Asi, e estado termodindmico de la solucion intracelular puede ser
mani pulada por deshidratacion Unicamente dentro de un rango de temperaturas finito.

Se ha demostrado que los protocolos que establecen varios pasos sucesivos y
escalados en las temperaturas de enfriamiento obtienen mayor rendimiento que los
métodos que usan un simple enfriamiento lineal. De todas formas el disefio software de
la méquina de Langendorff, tanto en su prototipo de 2 bombas como de 4 bombas, esta
preparada para albergar ambos modelos de protocolo, porque deja una entrada de datos
de temperaturas completamente abierta a usuario, que puede seleccionar tanto
temperaturas espaciadas en € tiempo que conformen una recta, como pasos de
temperatura que se interpolen formando un perfil total de tramos rectos de distinta
pendiente unidos entre si, que han sido los que se han empleado en |os experimentos de
validacion de lamaquina.

L os protocolos que introducen distintos tramos rectos de temperatura, en pasos
escalados, en los que la velocidad de enfriamiento cambia continuamente con el tiempo
reciben el nombre de protocolos no lineales. Ofrecen e inconveniente de que es
necesario optimizar un alto nimero de pardmetros para alcanzar unas tasas aceptables
de supervivencia tras la congelacion. Sin embargo, hay recientes avances en la
prediccion de los efectos de |os posibles protocol os de criopreservacion usando model os
mateméticos y esto permite una optimizacion de los protocol os no lineales.

4.3.1.2.3 Almacenamiento.

A pesar de que las temperaturas por debgo de —80°C son generalmente
requeridas para preservar durante largo tiempo las células y los tegjidos, la vida durante
el almacenamiento aumenta drasticamente cuando la temperatura de almacenamiento es
reducida. A —196°C (el punto de ebullicién del nitrogeno liquido) hay insuficiente
energia térmica para las reacciones quimicas y € Unico deterioro posible es un dafio en
el ADN por radiacion y rayos cosmicos. La vida de células amacenadas en
temperaturas del nitrégeno liguido se ha estimado del orden de los 1000 afios.

4.3.1.2.4 Calentamiento.

Ademas de la velocidad de enfriamiento, también es un factor muy importante la
tasa a la cua las muestras congeladas son recalentadas. Durante €l calentamiento, la
muestra se desvitrifica, y en el tiempo necesario para conseguir €l punto de fusion de
equilibrio, pueden ocurrir la nucleacion y el crecimiento de cristales. Incluso, particulas
de hielo intracelular pequefias e inocuas que se pueden haber formado durante la
congelacién pueden convertirse en cristales mayores y dafiinos durante €l
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calentamiento, mediante un proceso conocido como recristalizacion. La recristalizacion
es mas probable en células que fueron rgpidamente enfriadas, porque tienen un ato
grado de citoplasma sobreenfriado y son mas propensas a contener pequefias
constelaciones de moléculas de agua fécilmente cristalizables por nucleacion. Para
minimizar e dafio debido a la desvitrificacion y a la recristalizacion, se utilizan
velocidades de calentamiento rgpidas. Sin embargo, en algunos casos las tasas de
calentamiento répidas obtienen menor rendimiento que las lentas, especialmente cuando
las células habian sido congeladas con una tasa de enfriamiento lenta. El dafio que
produce un calentamiento rapido es debido a las tensiones osmaticas que pueden ocurrir
durante la rapida rehidratacion de la célula, y es menos probable que ocurra en células
rapidamente enfriadas porque éstas no se deshidratan significativamente durante el
enfriamiento. Por tanto, las velocidades de calentamiento altas son beneficiosas para las
muestras que fueron enfriadas rdpidamente, mientras que las velocidades de
calentamiento bgjas son preferibles para las muestras que fueron enfriadas lentamente.

4.3.1.3 Criopreservacion detejidos.

Se ha demostrado que conseguir reversibilidad en el almacenamiento criogénico
de tgjidos complejos es un dificil problema, cuyo éxito requiere un cuidadoso control de
cada paso del proceso criogénico. Las respuesta de las células a la criopreservacion es
diferente si las células son parte de un tgjido o s estan aisladas, ademéas de que las
células s son parte de un sistema mayor, introducen nuevos problemas relativos a la
transmisiéon del calor y masay nuevos peligros de ser dafiadas, que no se producian en
poblaciones aisladas de células.

4.3.1.3.1 Diferenciasintrinsecas entre células cultivadasy aisladas.

Cuando las células no estdn aidladas, sino inmersas en un tejido, nos
encontramos con el problema de que no hay técnicas précticas para medir directamente
los pardmetros del transporte de agua : la permeabilidad al agua de la membrana celular

L,, Y la energia de activacion en & transporte de agua E,_,, ya que los métodos

convencionales para determinar L, requiere medidas directas de los cambios
volumétricos de las celulas que se producen como respuesta a las variaciones osmdticas.

Hepatocitos de rata cultivados en un gel de doble colageno muestran una mayor
tendencia ala formacion de hielo intracelular que cuando estén aislados, es decir que €
hielo se forma dentro de la célula a temperaturas més altas y con velocidades de
enfriamiento mas lentas. Esto indica que los parametros biofisicos que gobiernan el
transporte de agua y la dinamica de nucleacion intracelular durante la congelacion son
diferentes si las células estan aisladas 0 son parte de un tejido, habiéndose encontrado
que los parametros L, y E,, son un orden de magnitud mayor para células aisladas, es

decir aunque los hepatocitos aislados se deshidratan mas rapido a altas temperaturas que
las células cultivadas, la permeabilidad de las células aisladas decrece més rgpidamente
cuando la temperatura se ve disminuida. Los parametros de la nucleacion W y k eran
también elevados en los hepatocitos aislados si los comparamos con hepatocitos
cultivados, indicando asi que la formacién de hielo intracelular requiere mayores grados
de enfriamiento citoplasmético pero que la cinética de la nucleacion es mas rapida. Las
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interaccion célula-célulay célulamatriz se han propuesto como posibles factores en la
diferencia entre células aisladas y cultivadas, asi como que el proceso de aislar células
de un tejido cambie las propiedades biofisicas de las células.

Todo elo nos lleva a tener gran cautela en la extrapolacién de los resultados
obtenidos con células aisladas criopreservadas, ya que congelar células cultivadas va a
requerir diferentes estrategias de las empleadas con células aisladas. Por gjemplo, la
energia de activacion para e transporte de agua E , es un vaor que varia segun sean

células aidladas y cultivadas, y es un pardmetro que determina el rango de temperaturas
alacual e proceso de deshidratacion celular se produce para un tipo de células dado, y
asi puede tener un distinto efecto en las caracteristicas de formacién de hielo
intracelular, y por tanto en los peligros de dafio celular, segin sea un caso de células
cultivadas o aisladas.

v" Un cultivo de hepatocitos puede deshidratarse y asi evitar la formacion de
hielo intracelular durante e enfriamiento, ahadiendo como agente
crioprotector DMSO con concentraciones mayores a los 9.1M. En un
principio esta concentracion se conseguiria administrando a las células una
concentracion baja 'y no toxica de DM SO, y aprovecharia la deshidratacion
para aumentar la concentracion intracelular del crioprotector. El tiempo
requerido para acanzar € nivel necesario de deshidratacion podria ser
excesivo s la permeabilidad de la membrana es demasiado bagja. El tiempo
necesario para la deshidratacion de la célula aumenta exponencialmente con
las bajas temperaturas y asi se requeririalarga duracién y sobreexposicion de
la muestra biol 6gica a soluciones concentradas, tardandose aproximadamente
1 horaen conseguir €l 95% de la deshidratacion celular.

v" En comparacion, debido a la alta energia de activacion E,, en las células

aisladas, en hepatocitos aislados con una concentracion de DM SO menor a
4M, €l hielo intracelular se formaria aproximadamente a —25°C, por lo que
necesitarian distinto tratamiento que los hepatocitos en cultivo, pudiendo ser
necesario criopreservar los hepatocitos aislados mediante vitrificacion, es
decir, usando inicialmente altas concentraciones de crioprotector y tasas
ultrarrépidas de enfriamiento.

4.3.1.3.2 Limitacionesen €l transporte de masa en la criopreservacion detejidos.

En la criopreservacion de células y tejidos se producen dos procesos de
transporte de masa de critica importancia: la adiccién y la eliminacion de las sustancias
quimicas crioprotectoras antes y después del congelado, y la redistribucion del agua
biol6gica durante la congelacion y descongelacion. Si bien estos procesos estaban
gobernados por un transporte de agua limitado por la membrana en el caso de células
individuales, deben considerarse los procesos difusivos y las interacciones célula-célula
para comprender e comportamiento de los tegidos multicelulares durante la
criopreservacion.
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Levin estudié la respuesta osmatica de una coleccion unidimensional de células
durante la congelacion, con e esfuerzo que el agua debe difundir secuenciamente de
una célula a la vecina, sin permitir transporte paralelo a través del espacio intersticial.
De este modo, mientras las células de la capa superficial responderian a los cambios
osméticos inducidos por la congelacion como células en suspension, las células
interiores se deshidratarian slo como respuesta a la creciente tonicidad intracelular de
las superficies deshidratadas. Consecuentemente, durante la congelacion las células
interiores perderian agua a una tasa mas lenta que las células de las superficie y
contendrian mas agua al final del proceso de congelacion.

Diller y Raymond han desarrollado recientemente un modelo de transporte de
agua en tegjido, incluyendo multiples capas celulares asi como una matriz intersticial a
través de la cual e agua podria fluir. Aunque es un modelo més redlista de tejido,
obtuvo resultados cualitativamente similares a los de Levin, en los que las células
interiores se deshidrataban mas lentamente que las superficiales. Este comportamiento
es esperado principalmente en los tglidos densamente poblados. En tejidos con escasa
poblacion celular, como € cartilago, € hielo se intercalaria con la matriz extracelular
altamente hidratada, y asi las células interiores estarian en comunicacion directa con €l
hielo extracelular, esperandose retrasos en la respuesta osmética. De un modo similar,
en tgjidos atamente vascularizados como e higado, las células interiores pueden
intercambiar agua directamente con € hielo en la vascularizaciones. En contraste,
durante la congelacion de tejidos multicapa tales como la piel, las capas de células
interiores tienden a retener mas que las células superficiales.

Ademés del transporte de agua en los tejidos, se debe considerar la dindmica de
la difusion del crioprotector dentro y fuera del tgjido durante la adiccidn y eliminacion
del agente antes y después de la congelacion, para apreciar €l efecto de estos
procedimientos en la supervivencia de la muestra. Borel Rinkes realizd un andlisis de la
difusion de DM SO a través de una matriz de colégeno de un cultivo de hepatocitos en
doble gel, y empleando las ecuaciones que desarrolld Schreuders para describir la
difusion acoplada de mdiltiples sustancias quimicas a través de una matriz intersticial,
determind la constante de tiempo para la difusiéon de DM SO dentro de una matriz de
coladgeno que contenia una capa de hepatocitos, encontrando que a 22°C, se necesitaba
una exposicion a DM SO de 15 min para conseguir un equilibrio del 95% del tejido con
el crioprotector.

La penetrabilidad de los crioprotectores en los tejidos y 6rganos ha sido medida
directamente con espectroscopia y resonancia magnética o con cromatografia. Se ha
observado un comportamiento bifésico en la cinética de la penetrabilidad de los agentes,
sugiriendo la existencia de separados compartimentos de difusién en e tejido con
distintas constantes de tiempo de difusion. Estas constantes de tiempo depende de la
composicion y la geometria del tejido y pueden variar desde el orden de minutos hasta
el orden de horas.

Exponer durante largos tiempos el tgido a crioprotector tiene mayores
probabilidades de toxicidad, produce un incremento gradual de la concentracién de
solutos extracelulares, pero también ofrece como ventgjas que reduce las tensiones
osméticas y elimina la necesidad de una adiccion incremental del crioprotector.
Ademas, las limitaciones de transporte de masa en muestras de tejido macroscopicas
aumentan los gradientes espaciales en la concentracion, produciéndose diferencias
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significativas de concentracion de crioprotector entre la superficie y € interior del
tgjido. En consecuencia, se puede dar la situaciéon en la que las células superficiales
deban estar expuestas a concentraciones téxicas de crioprotector para conseguir la
concentracion minima necesaria de este agente en €l tegjido interior. Por € contrario, s
se toma precaucion para no dafiar las células exteriores durante la administracion de la
sustancia criopreservadora, las células interiores podrian tener unas concentraciones del
agente demasiado bajas y no estar suficientemente protegidas del frio.

4.3.1.3.3 Limitacionesen € transporte de calor en la preservacion detegjidos.

Debido a mayor tamafio de un érgano y su conductividad térmica finita, es méas
dificil conseguir tasas rapidas de enfriamiento y descongelacion con tejidos que con
suspensiones de células. Se producen grandes gradientes térmicos desde la superficie a
interior del sistema, esas diferencias de temperatura implican tasas no uniformes de
enfriamiento en el tejido, con menores tasas de temperatura en € interior de la muestra
comparado con la superficie. Paralavitrificacion, e enfriamiento lento en el interior del
tglido necesita el uso de concentraciones muy altas de los aditivos crioprotectores, que
pueden resultar dafiinos. La distribucion espacia no uniforme de las tasas de
enfriamiento es un problema debido a la alta sensibilidad de la supervivencia a la tasa
de enfriamiento, ya que s la diferencia en las tasas de enfriamiento entre el interior y el
exterior es mayor que el ancho de la curva de supervivencia, €l tejido se dafaria.

Sin embargo, debido a transporte de agua mas lento de las células interiores de
los tejidos densamente poblados, esas células requieren menores tasas de enfriamiento
gue las superficiales para conseguir los niveles de deshidratacion suficientes para
prevenir laformacion de hielo intracelular. Por tanto, durante el enfriamiento del tejido,
este cambio en la tasa éptima de enfriamiento podria compensar parcialmente las tasas
reducidas de enfriamiento que se pueden alcanzar en las partes mas internas de la
muestra.

4.3.1.3.4 Dafiosdelacongelacion en lostejidos.

Aparecen nuevas fuentes posibles de deterioro exclusivas de la preservacion de
los tejidos que no aparecian durante la criopreservacion de células aisladas, debidas a
las dimensiones fisicas macroscopicas de un érgano, que provocan unas limitaciones en
el transporte de calor y masa gque son las que originan estos nhuevos motivos de dafio por
criogenizacion.

v’ El crioprotector a tener una distribucién irregular en € tegjido, hay regiones
gue no resultan suficientemente protegidas y otras son dafiadas por
sobreexposicion a crioprotector.

v Lastasas de cambio de temperatura a no ser uniformes en € tejido, las tasas
Optimas de enfriamiento y calentamiento no se alcanzan en grandes
secciones del tejido.
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v' Los gradientes de temperatura inducen fuerzas mecanicas debidas a la
desigual expansion o contraccion en € tegjido, pudiendo causar fracturas en la
muestra biol 6gica que queriamos criopreservar.

v' Los 6rganos a tener una composicién heterogénea de tejido biolégico, los
distintos tipos de tegjido tienen diferentes propiedades termofisicas, por
giemplo distinto valor de sus coeficientes de expansiéon térmica, pueden
aparecer fuerzas termoel asticas que dafien €l tegjido incluso bajo condiciones
uniformes de enfriamiento y calentamiento.

v' También derivado de la composicion heterogénea de los tejidos aparece €l
problema de que es imposible satisfacer simultaneamente |os requerimientos
Optimos de enfriamiento para todas las células del tgjido, ya que es sabido
que la tasa de enfriamiento necesaria para la éptima supervivencia oscila en
varios ordenes de magnitud entre diferentes tipos de células. Sin embargo,
los crioprotectores pueden aumentar el ancho de la curva de supervivencia,
incrementando asi la probabilidad de conseguir simultaneamente altos
niveles de supervivencia en células con distintas tasas de enfriamiento
Optimo.

v' La geometria tridimensional de los tejidos propicia la apariciéon de fuerzas
mecanicas generadas por el hielo extracelular. En los tejidos con un sistema
vascular se produce un dafio estructural debido a que el hielo extracelular se
forma preferentemente en e espacio intravascular. Consecuentemente, la
deshidratacion del tgjido colindante hace que el agua se acumule y se
congele en el sistema vascular, causando finalmente una excesiva distension
y ruptura de |os vasos sanguineos.
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4.3.2 DESARROLLO HARDWARE DE LA MAQUINA DE LANGENDORFFE

4.3.2.1 Montajedelaboratorio hospitalario.

El prototipo disefiado de la maguina de Langendorff, tanto en su version de
control independiente de la temperatura y la concentracién, tanto en su versién de
control exclusivo de latemperatura, consta de un sencillo montgje hardware.

En las primeras implementaciones del prototipo, empleamos un congelador
domeéstico, tipo arcon, con la puerta en la parte superior. Se hacen distintas particiones
del espacio disponible en € interior del congelador, con planchas de material aislante.
Dentro de cada particion, se coloca una nevera de menor tamafio que hace el papel de
bafio. El modelo que se emplea para estas neveras menores es €l de una sencilla nevera
de plastico y sin motor, que no enfria pero si consigue aislar térmicamente su contenido
del exterior.

En cada uno de estos bafios improvisados se coloca una bomba de efecto Peltier
que permite modificar la temperatura del liquido que se encuentre dentro del bafio. Esta
bomba es totalmente variable y permite control manual. Gracias a un mando de control
se permite seleccionar, girando una rueda, el valor de latemperatura a la que deseamos
gue enfrie el liquido en € que estd sumergida. Asi se modifica la temperatura que se
puede conseguir en € bafio alojado dentro de cada particion del congelador, con
independencia de la temperatura ala que se encuentre el arcon.

El hecho de que los bafos (neveras) se encuentren encerrados dentro de un
sistema mayor (congelador) hace que estén aislados del exterior y sea més féacil que
mantengan su temperatura constante. La tapa del congelador estara cerrada, aunque
queda una pequefia ranura abierta a través de la cual sale un tubo de silicona por cada
bafio instalado en una particion. Este tubo de silicona es el encargado de extraer €l
fluido de ese bafio, ya que servird de tubo de entrada a la bomba peristaltica
correspondiente.

En cada uno de estos bafios se sumerge el extremo de un tubo de silicona
diferente. El otro extremo de cada tubo va conectado directamente a la entrada de flujo
de una bomba peristéltica independiente. Cuando €l motor se mueva y los rodillos
consiguen hacer la ligera presion sobre el tubo colocado en € cabezal de la bomba, €l
liquido procedente de cada bafio se bombeay saldré por el tubo de silicona de salida de
flujo que tiene la bomba.

L os tubos de salida de las bombas se fusionan en un Unico conducto, en € que se
coloca una pequeiia llave, para poder elegir s se desea todo el caudal disponible o se
quiere derivar parciadmente el flujo total a otra parte y quedarse con un menor volumen
de la disolucién, antes de inyectarla en el corazén. En el conducto en el que se fusionan
los tubos de salida, se coloca de forma permanente el sensor de un termometro digital
paraver latemperaturaala que se encuentrala mezclatotal de aguay anticongel ante.
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En el punto de inyeccion, en paralelo hay colocada una jerinquilla, que hace la
funcién de un atrapador de burbujas, evitando que entre aire a corazdn. A parte de este
mecanismo, antes de los experimentos se limpia e circuito de aire, pasando liquido
varias veces.

Existe un soporte metalico que sostiene un recipiente de cristal en el cua se
alojara el 6rgano a perfundir. El tubo de salida resultado de la fusion de los tubos que
derivaban de cada bomba peristéltica es € gue contiene la disolucién total, que se
inyectaria finalmente en el corazon a través de una canula de aorta. Este recipiente esta
dotado de un orificio cerca de su base, por el que se elimina el excedente de liquido, ya
que el 6rgano no retiene todo € flujo que le es inyectado vy filtra parte a través de sus
tgjidos.

4.3.2.1.1 Definicién delasbombas empleadas.

v Bomba de efecto Peltier.

Son dispositivos termoel éctricos de semiconductores que funcionan por €l
efecto Peltier. Cuando se les suministra una corriente el éctrica adecuada, pueden
enfriar o calentar. Los dispositivos méas grandes se usan a veces para enfriar o
controlar latemperatura de sub-montajes.

v' Bomba peristalticas.

El principio peristéltico se basa sobre la presién de dos rodillos impul sores
gue giran y aplastan progresivamente un elemento tubular. La alternancia entre
lacompresion y el aflojamiento del elemento tubular genera una depresién y por
consiguiente una aspiracion continua del fluido y un flujo constante durante la
impulsion. El producto que se encuentra dentro del elemento tubular se traslada
integro sin sufrir el minimo dafio.

Serda necesario realizar medidas sucesivas para obtener experimentalmente la
funcion de transferencia tension / caudal de estas bombas.

Fig.29 Principio de funcionamiento de una bomba peristéltica.
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4.3.2.1.2 Elementos adicionales de una maquina de L angendor ff.

La adiccién de los siguientes elementos de forma permanente no solo es posible
sl no que mejorarian € montaje del prototipo:

v Monitor adicional y montaje adecuado que permita redlizar
electrocardiogramas al Grgano bajo experimento.

v' Marcapasos.

v" Intercambiador de calor.

v Registrador isovolumétrico de presion.

4.3.2.2 Montaje dectronico.

Se debe instalar |a tarjeta de adquisicién de datos en e ordenador, instalar sus
drivers, instalar el lengugje de programaciéon visual HP VEE y después, instalar €l
programa DT VPI para afadir las funciones adicionales especificas del modelo de
tarjeta de adquisicion de datos instalado.

Se utiliza un panel para reunir las salidas anal 6gicas disponibles en la tarjeta de
adquisicién de datos y presentarlas de forma unificada a usuario. En € panel existe un
conector por cada canal analdgico, por lo que resulta facil e acceso a los canaes
anal bgicos.

Se conectan las bombas peristdlticas a la red eléctrica, y se conecta ademés su
entrada de control analdgico de flujo a un canal analégico disponible en el panel,
mediante un cable dotado de los conectores adecuados. El conexionado de las bombas
con los canales anal 6gicos de la tarjeta de adquisicion de datos resulta extremadamente
sencillo, es un sencillo cableado debido a que los niveles de tensién son compatibles,
coincidiendo el rango de voltaje que proporciona un cana analdgico con € rango de
tensiones de entrada de control analégico que admite la bomba peristaltica. Por tanto no
se requiere circuiteria adicional que adaptase los niveles de tensién y acondicionase las
sefiaes.

Las bombas peristélticas disponen de un interruptor para encenderlas, y cuando
ademas reciban por su entrada de tensién de control un valor no nulo y por encimade su
tenson minima umbral de funcionamiento, su rotor comenzara a dar vueltas y
empezaran a funcionar extrayendo liquido de los bafios.
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4.3.3 DESARROLLO SOFTWARE DE LA MAQUINA DE L ANGENDORFF.

En la méguina de Langendorff se consigue e control independiente de la
temperatura y la concentracion, en el caso del prototipo con 4 bombas, y € control
exclusivo de la temperatura, en el caso del prototipo de 2 bombas, gracias a software
disefiado. Este software corre sobre un ordenador en el que instalamos la tarjeta de
adquisiciéon de datos que controlara las bombas peristalticas, cuyos flujos aunados se
inyectan finalmente en el corazon objeto de la criopreservacion.

Las bombas pueden dar un flujo variable, por |o que necesitan unas tensiones de
control que serén generadas desde la tarjeta de adquisicion de datos. Para controlar la
tarjeta es necesario usar alguna herramienta de programacion, que sea compatible con
sus drivers y su interfaz. Una vez encontrado este lenguaje de programacion, que sera
visual en nuestro caso, es necesario desarrollar la aplicacion concreta para nuestra tarea
de criopreservar érganos.

Para organizar €l disefio y desarrollo de la aplicacion, se siguen las habituales
directrices de la programacion, gue aconsejan dividir el subsistema software en distintos
maodul os, con funcionalidad bien definiday con unas entradas y salidas compatibles con
el resto de modulos, de modo que la integracion de todos ellos sea sencillay cualquier
cambio en la aplicacion se reduzca a acceder a moédulo concreto que nos interesa
modificar, sin necesidad de retocar € resto del programa.

v Enrasgos generales, las tareas que debe cubrir la aplicacion son:

Sincronizacion.

El programa que controla la tarjeta de adquisicion de datos debe
ocuparse de la sincronizacion, ya que la tarjeta de adquisicion de datos
disponible no incorpora reloj, ni contadores, ni temporizadores, por |o
gue la aplicacién disefiada debe emular e funcionamiento de una fuente
de sincronismo para el control del tiempo.

Captura de datos.

El software debe ofrecer unas tablas donde el usuario de la
maguina de Langendorff pueda especificar € perfil de temperaturas y
concentraciones que desea en el tiempo para la disolucién crioprotectora
inyectada en e corazén. Ofrecera una interfaz visual con e usuario,
construyendo una gréfica a partir de esos datos, para dar una vision mas
intuitiva del perfil que se va a gecutar, representando los puntos
significativos y las rectas que se construyen a interpolar entre dichos
valores.
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Monitorizacién de datos.

Asi mismo la aplicacion disefiada ofrecerd también algunas
gréficas y valores de interés, que permitan a usuario tener una idea mas
exacta de lo que se estd gecutando en cada maodulo, haciendo el
programa mas sencillo de interpretar.

Muestreo de datos.

Una vez que el usuario ha introducido el perfil deseado para la
criopreservacion, la aplicacion toma la curva continua de la temperatura
frente a tiempo y debe muestrear esa funcion. Como resultado del
muestreo, debe almacenar una cantidad de valores que se encuentren
suficientemente cercanos entre si en la gréfica, para asi seguir cualquier
variaciéon gue tenga la curva, pero suficientemente lgjanos para que sea
realizable, y la velocidad de cambio de temperatura demandada no sea
mayor al tiempo de respuesta del sistema.

Céculo deflujos.

En funcion de latemperaturay la concentracion, deseadas en cada
momento para la disolucion crioprotectora, la aplicacion tiene que
calcular € flujo que debe suministrar cada una de las bombas para cada
instante de tiempo, de modo que las cuatro cantidades mezcladas como
disolucion final cumplan las condiciones especificadas.

Céculo de voltajes.

Cada bomba peristaltica recibe como entrada un valor de tension,
en funcion del cual, su motor se movera con una velocidad distintay por
tanto e movimiento de los rodillos bombeara una cantidad de fluido
diferente para cada voltaje, permitiendo asi un control por tension del
flujo. Estas tensiones son suministradas por la tarjeta de adquisicion de
datos, que a su vez son controladas por la aplicacién. Por tanto, €l
software debe traducir los flujos ya calculados (cantidades medidas en
mililitros por minuto), en los valores de tension que aimentarén a las
bombas peristalticas, basandose en |os resultados experimentales que nos
permiten gjustar la funcién de transferencia tension/caudal en cada una
de las bombas.

Configuracion de convertidores D/A.

Una vez conocida la tension gque debe llegar a cada entrada de
control analdgico de flujo en cada una de las bombas peristdlticas, la
aplicacion debera configurar los pardmetros y caracteristicas del
convertidor Digital/ Analogico (convertidor D/A) correspondiente al
canal analdgico con el que latarjetavaasuministrar ese nivel de tension.
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v Partiendo de la maquina de Langendorff como un Sistema Total, se puede
subdividir en un Subsistema Hardware, cuya descripcién global se ha
referido anteriormente, y en un Subsistema Software, que a su vez se divide
y Se organiza en varios subsistemas menores llamados M édul os, que se citan
a continuacion:

Médulo Interfaz.

M 6dulo Muestreo.

Modulo Caudal.

Modulo Salida Analégica.

A continuacion, se presentara tan sélo una vision general de los objetivos
perseguidos en cada uno de los Modulos, para facilitar la comprension del
consiguiente disefio que se ha desarrollado para conseguir tales propdsitos.

Se presenta la organizacién del software en subsistemas (Modulos), sin
entrar en tecnicismos ni detalles de como estos Modulos estan
implementados. En € presente capitulo tan sdlo se atendera a la
funcionalidad, la interrelacion y el papel que desempefian estos bloques
menores, una vez integrados en € sistema total que constituye la aplicacion
disefiada. Se parte del disefio de la aplicacion para el montaje con 4 bombas,
y cuando procede, se detallan las simplificaciones a redizar en € disefio
cuando se particularizala aplicacion a montaje con 2 bombas.

4.3.3.1 Modulo Interfaz.

En la maguina de Langendorff se somete a 6érgano a la inyeccion de una
disolucion crioprotectora, que previene de la formacién de cristales de hielo durante €l
proceso de enfriamiento criogénico. La inyeccion es controlada, tanto en las cantidades,
gue no sobrepasan nunca el flujo maximo que es capaz de soportar €l corazén, para no
forzar los tgjidos con un caudal mayor a que puede circular dentro de é normalmente,
como es controlada en su temperatura y concentracion. El conjunto de todas esas
temperaturas y concentraciones para cada instante de tiempo es lo que se [lama perfil de
criopreservacion.
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4.3.3.1.1 Determinacién del perfil de criopresevacion.

El perfil de criopreservacion se determina de la siguiente manera:

v Determinacién de laduracion del enfriamiento, que puede durar hasta horas.

v' Dentro de esta duracion, desde € inicio de la puesta en marcha de la

méquina hasta € fina del enfriamiento, establecemos puntos de
temporizacién, es decir decidimos una cantidad suficiente de instantes de
tiempo en los que las condiciones de la disolucion van a cambiar. Se basa en
la experiencia y profundos conocimientos fisiolégicos, esta decision de
espaciar desigualmente momentos significativos a lo largo de la duracién
total del enfriamiento.

Decidimos qué temperatura debe tener la disolucién en cada uno de los
instantes de tiempo significativos. La temperatura para cuaquier instante
intermedio entre dos puntos de temporizacion es e resultado de interpolar
CON unarecta entre sus temperaturas.

Decidimos qué concentracion debe tener la disolucion en cada uno de los
instantes de tiempo significativos. La concentracion para cualquier instante
intermedio entre dos puntos de temporizacion es la misma que en el primer
punto de temporizacion, porque se mantiene constante en ese intervalo.

PERFIL DE CRIOCOMSERVACION = Los tramos rectos son el

timeinput 30

TEMPERATURA ("C)

25

I:l las temperaturas de los

puntos de temporizacion
25

Puntos de
temporizacion

20

10

I:l Concentraciones,
valores constantes
entre 2 puntos de
temporizacion

TIEMPO {min)

Fig. 30 Ejemplo de un perfil de criopreservacion.
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Después de definir el concepto de perfil de criopreservacion, es [6gico pensar
gue se definird con tres tablas, una primera para especificar todos los puntos de
temporizacion, consignando como Ultimo punto la duracién total del enfriamiento
criogénico, una segunda tabla para determinar la temperatura correspondiente a cada
uno de esos puntos de temporizacion y una tercera tabla para especificar las
concentracion correspondiente a cada uno de esos instantes relevantes dentro de la
duracién total de la criopreservacion. Cada punto de temporizacién lleva asociadas una
temperatura y una concentracion, que se interpolara con la siguiente temperatura
especificada y se mantendra constante, respectivamente, hasta llegar a siguiente punto
de temporizacion.

4.3.3.1.2 Tareasarealizar.
Lamision del Médulo Interfaz es cubrir las siguientes tareas:

v Capturar y procesar las tres tablas rellenadas por € usuario como Unicas
entradas del programa, presentando de este modo una sencillainterfaz con e
usuario, que ya queda despreocupado de introducir més datos.

v' A partir de las tablas, € Médulo Interfaz construye una gréfica interpolando
entre las temperaturas de los instantes significativos, para facilitar la
comprobacion del perfil con una simple mirada a un dibujo.

v' Generar un reloj que sincronice la maguina, para suplir la carencia hardware
de latarjeta de adquisicion de datos con programaci én software adicional.

v' Garantizar € funcionamiento en tiempo rea del sistema total. EI MdAdulo
Interfaz funcionara como reloj del sistema y e resto de Modulos estaran
sincronizados porgue dependen de éste y se sitlian tras él, en una disposicion
en cascada.

v Medir € tiempo para detectar en tiempo real, desde que comenzo el
enfriamiento (instante cero), cada una de las llegadas de los puntos de
temporizacion, y en ese preciso instante actualizar sus salidas:

Proporcionar al Modulo Caudal la concentracion asociada a ese punto de
temporizacion.

Proporcionar al Modulo Muestreo |a temperatura asociada a ese punto de
temporizacion y € valor en minutos del punto de temporizacion.

Proporcionar al Modulo Muestreo informacion adicional sobre € final
del intervalo que acaba de comenzar: el valor en minutos del punto de
temporizacion que sirve de instante final para e intervao y la
temperatura asociada a ese punto de temporizacion final.
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4.3.3.1.3 Disefio conceptual

Se presenta seguidamente un esquema de bloques donde se indican las diferentes
partes que componen €l disefio conceptua propuesto para el Modulo Interfaz dentro del
subsistema software.

v' Entradas del Médulo Interfaz:

Tablade Tiempos.
Tabla de Temperaturas.

Tabla de Concentraciones.

v' Salidas del Modulo Interfaz:

Se considera un intervalo €l espacio de tiempo que transcurre entre dos
puntos de temporizacion. En dicho intervalo, la concentracion se mantiene
constante y la temperatura es una recta de pendiente negativa. Las salidas del
Modulo Interfaz se producen en tiempo real y cambian cada vez que llega el
instante de inicio de un intervalo (instante que es detectado por €l reloj que
emula la aplicacién). Después, sus salidas se mantendran constantes hasta
gue transcurra el tiempo y se produzca de nuevo lallegada en tiempo real del
principio de otro intervalo.

De este modo, |as salidas del médulo son:

Instanteinicial del nuevo intervalo.
Es e punto de temporizacion en e gque comienza el nuevo intervalo.

Instante final del intervalo.
Es @ punto de temporizacion en el que acaba € intervalo.

Concentracion.

Es el valor constante que tendra la concentracion durante el intervalo. Es
el valor de concentracion asociado al punto de temporizacion que sirve
deinstanteinicial.
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Temperaturainicial deintervalo.

Es la temperatura asociada a punto de temporizacion que sirve de
instante inicial del intervalo.

Temperaturafinal del intervalo.

Es la temperatura asociada al punto de temporizacion que sirve de
instante final del intervalo.

El valor de la concentracion servira de entrada al Médulo Caudal, que lo
empleara como dato para calcular los volimenes de agua y anticongelante
que deben mezclarse, para tener una disolucion total que cumpla ese valor
de concentracion.

El resto de valores de sdida sirven de entrada a siguiente modulo,
Modulo Muestreo, que a partir de los valores de temperatura inicia y final,
construird una recta de la temperatura y la muestreard para tener una
coleccion de valores discretos, que describan la variacion de la temperatura
con el tiempo durante ese intervalo.

v Displays de ayuda del Médulo Interfaz:

En este mddulo se construye un display de ayuda al usuario, que aporta
informacion adicional que le facilitara la tarea de saber como va progresando
la g ecucion de la aplicacion.

Gréficade perfil de criopreservacion elegido.

Es construida autométicamente por e Médulo Interfaz, a partir de las
tablas de datos rellenadas por el usuario.
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ENTRADAS MODULO INTERFAZ | SALIDAS Temperatura

=J» MODULD MUESTRED

— EMPERATURA

ONCENTRACGION
TIEMPO REAL
Concentracion

RIDPRESERVACION CAPTURA DE
*Temperatura DATOS

MODULD CAUDAL

*Concentracion
o
Tiempos A

CONTADOR

Cada instante de inicio de
. un nuevo intervalo

—

GENERADOR DE
P | SINCRONISHOD

CADA PUNTO DE
TEMPORIZACION
ESTA ASOCIADO CON:

* UNA TEMPERATURS

* UNA CONCENTRACION.

Fig.31 Esquema de blogques del Modulo Interfaz

4.3.3.1.4 Particularizacion.

El disefio propuesto para € Modulo Interfaz estéa pensado para € prototipo de
maguina de Langendorff con control independiente de concentracion y temperatura. En
el caso de la maguina de Langendorff con control exclusivo de temperatura,
mantenemos e mismo disefio, pero admite una simplificacion.

En €& prototipo con control exclusvo de temperatura, e perfil de
criopreservacion solo es una funcién de la temperatura frente al tiempo y se suprime €l
pardmetro de la concentracién. La concentracion tiene ya un valor fijado, unavez que se
escoge una temperatura concreta para la disolucion. Por tanto no es una variable libre
seleccionable por € usuario y cada punto de temporizacion queda exclusivamente
asociado a unatemperatura.

El disefio queda smplificado porque prescindimos de la tabla de entrada
asociada a las concentraciones, pero €l resto del comportamiento queda igual. Cada
punto de temporizacion lleva asociado Unicamente una temperatura, que se interpolara
con latemperatura especificada en el siguiente punto de temporizacion.
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La mision del Médulo Interfaz en € prototipo de 2 bombas es la de cubrir las
mismas tareas que en el prototipo de 4 bombas. En algunos casos, |as tareas estaran alin
mas simplificadas:

v Capturar y procesar las tablas rellenadas por € usuario como Unicas entradas
del programa, pero la diferencia es que se presentan solo dos tablas al
usuario: la tabla de los puntos de temporizacién y la tabla de las
temperaturas. (Igual tarea, pero simplificada)

v A partir de las tablas, construye una gréfica interpolando entre las
temperaturas de los instantes significativos, para facilitar la comprobacién
del perfil con una simple mirada a un dibujo.

v' Generar un reloj que sincronice la maquina, para suplir la carencia hardware
de latarjeta de adquisicion de datos con programacion software adicional.

v' Garantizar € funcionamiento en tiempo rea del sistema total. EI Mdadulo
Interfaz funcionara como reloj del sistema y e resto de Modulos estaran
sincronizados porgue dependen de éste y se sitlian tras él, en una disposicion
en cascada.

v’ Detectar, en tiempo real, desde que comenzo el enfriamiento (instante cero),
cada una de las llegadas de los puntos de temporizacion, y en ese preciso
instante, proporcionar a Maédulo Muestreo Unicamente la temperatura
asociada a ese instante, el valor de ese instante, € valor del instante que da
fin a intervalo y la temperatura que lleva asociada. (Igual tarea, pero
simplificada).

Es e mismo disefio que en € prototipo de 4 bombas, ignorando los hilos de flujo
que gestionaban las concentraciones de la disolucion. Por tanto, €l Modulo Interfaz deja
de tener relacion directa con e Modulo Caudal, porque no existe el vaor de
concentracion que debia pasarle.

4.3.3.2 Mobdulo Muestreo.

El perfil de criopreservacion que selecciona €l usuario puede descomponerse en
un conjunto de intervalos temporales caracterizados por una concentracion constante y
una temperatura que sigue el comportamiento de una recta de pendiente negativa, entre
un vaor inicia y un valor fina de temperatura. De este modo, €l tiempo total que dura
el enfriamiento criogénico puede verse como un conjunto de intervalos temporales de
duracién desigual que se suceden uno tras otro, cada uno con una velocidad distinta para
el enfriamiento. (Ver figura.30, pagina 4-32).
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Cada vez que €l reloj del sistema, emulado por e Modulo Interfaz, detecta la
llegada en tiempo real del punto de temporizaciéon equivalente a inicio de un nuevo
intervalo, el Modulo Muestreo recibe como entradas e vaor inicia y final de
temperatura del nuevo intervalo. A partir de esos valores extremos de temperatura,
construira la recta de pendiente negativa que representa durante €l nuevo intervalo que
ha comenzado el comportamiento de la temperatura frente a tiempo. Esta recta no es
mas que la funcién de la temperatura frente a tiempo durante un intervalo de tiempo
perteneciente a la duracion total del enfriamiento criogénico. Esta recta serd muestreada
en el Modulo Muestreo con cierta frecuencia de muestreo.

Una vez que la recta haya sido muestreada, €f Modulo Muestreo es e
responsable de fijar en su salida el valor de cada uno de esos puntos muestreados, cada
cierto tiempo y recorriendo sucesivamente la coleccién de los valores discretos
obtenidos, hasta que todos hayan pasado por la salida. Este valor de salida del Médulo
Muestreo sirve de entrada para el Modulo Caudal. Este tiempo debe coincidir con €l
periodo de muestreo para garantizar el funcionamiento en tiempo real.

Por la salida del M6dulo Muestreo irén desfilando todos |os val ores resultado del
muestreo de la recta de temperaturas, desde €l primer valor a Ultimo, y el tiempo total
gue se requiere para que la salida tome todos esos valores coincidira con el tiempo que
dura ese intervalo concreto del perfil. Cuando en tiempo real, la duracion del intervalo
ha transcurrido, € valor que hay a la salida del Modulo Muestreo serd la temperatura
asociada a punto de temporizacién que marcaba € fina de intervalo, por lo que es
facilmente comprobable su funcionamiento en tiempo real, ya que en €l muestreo de la
recta entre dos temperaturas, € primer punto del muestreo coincide con esa primera
temperatura que da origen a la recta 'y e Ultimo punto del muestreo coincide con esa
ultima temperatura que da final alarecta. Esto ha sido comprobado con la ayuda de un
cronémetro, viendo que cada vez que llegaba € instante de un fina de intervalo, la
temperatura que se mostraba a la salida del Mdulo Muestreo era justamente la asociada
a ese punto de temporizacion, porque realmente el Mddulo terminaba de sacar los
valores muestreados en el momento final en el que acababa €l intervalo temporal.

El Modulo Caudal recibe en tiempo real el valor constante de la concentracion
para un intervalo a inicio del mismo e ir4 recibiendo €l valor de la temperatura
correspondiente a cada instante, a lo largo del intervalo. En cada momento en e que
cambia el valor de latemperatura, el Médulo Caudal recalcula el valor de sus salidas.

Los valores de temperatura y tiempo (puntos de temporizacién) asociados a un
nuevo intervalo llegan al Modulo Muestreo en el instante de inicio del intervalo en
tiempo real. Por tanto, si cada un tiempo igual a periodo de muestreo suministramos un
valor de temperatura al Modulo Caudal, ese valor de temperatura le llega précticamente
en tiempo real porque las labores de construir la recta de temperaturas y muestrearla son
practicamente instantaneas debido a la ata capacidad computacional de HP VEE. El
retraso neto, que podria acumularse por los escasos instantes que requiere dicho
procesamiento en cada intervalo, se ha comprobado en sucesivas pruebas que seria del
orden de segundos, para un experimento que durase por ejemplo treinta minutos.
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4.3.3.2.1 Justificacion dela necesidad de muestr eo.

La disolucion que se desea inyectar en el corazon y viene fijada por e perfil
criogénico, debe tener unos valores de concentracion y temperatura en cada instante.
Cada par de valores de temperatura'y concentracion, mediante el sistema de ecuaciones
que definen a sistematotal y que se resuelven en € siguiente médulo, Modulo Caudal,
determina univocamente los volUumenes que han de mezclarse de cada bafio para formar
unadisolucion total que cumpla esas condiciones de temperaturay concentracion.

Por tanto, si cada pareja de valores de temperatura y concentracién marcan los
volumenes de fluidos de cada bafio que han de mezclarse para formar la disolucion,
marcan también los niveles de tension que ha de suministrar cada salida analdgica a
cada bomba, para que pueda extraer dicho volumen de su bafio respectivo. La respuesta
del sistema requiere un tiempo no nulo: € paso de tener unos valores de concentracion y
temperaturas en el programa a tenerlos en la disolucion no es un paso instantaneo,
requiere de un tiempo muy peguefio pero no insignificante.

El proceso requiere un tiempo de reaccion, no es instantdneo s no que esta
limitado por €l tiempo de respuesta del sistema:

v' A partir de los valores de temperatura y concentracion, se resuelven las
ecuaciones y se obtienen los volumenes a mezclar de agua y anticongel ante.
Este tiempo es practicamente despreciable debido a la ata velocidad de
operacion del HP VEE.

v' A partir de estos volimenes, se ha de aplicar la funcion de transferencia de
caudal/tension de las bombas peristalticas pertinentes, para cacular la
tensién que debe salir por e cana analdgico asociado a cada bomba
peristéltica si se desea que bombee cierto volumen. Este tiempo también es
précticamente despreciable debido a la ata velocidad de operacion del HP
VEE.

v" Una vez calculada la tension, € blogue de salida analégica hace que cada
canal de salida de |la tarjeta de adquisicién de datos instalada en el ordenador
establezca su nivel de tension a un valor igua a calculado, alimentando asi
la entrada de control analégico de flujo de la bomba asociada a cada canal.
Los canales analogicos de salida también necesitardn un tiempo de
establecimiento minimo de la sefial analégica, para que €l valor de tensién se
estabilice. Este retraso si es apreciable.

v Las bombas reciben esa sefiad analégica de control y deben responder, por 1o
gue también existen las limitaciones temporales del pequefio tiempo de
respuesta de la bomba y la inercia que evita que su motor cambie de
velocidad instantaneamente. Este tiempo de respuesta de la bomba si es
significativo.
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El hecho de que la respuesta del sistema ante unos valores de concentracion y
temperatura requiera un tiempo no nulo, nos lleva a pensar que alimentar el sistema con
una curva continua de temperaturas no tiene sentido alguno. En una curva los puntos
estan infinitessmalmente juntos, s intentasemos decir el valor contiguo a otro valor,
habria infinitos valores en medio. Por tanto, el Médulo Caudal para calcular los flujos
gue se requieren mezclar de los bafios, debe recibir datos reales que se adapten 4
comportamiento real de la maquina. No puede recibir una curva que suponga una
coleccion infinita de puntos, porque el sistema no responde en tiempo cero y no puede
responder ante infinitos estimulos.

Por tanto la curva continua de temperaturas se muestrea para extraer una
coleccion de puntos suficientemente grande para seguir el comportamiento de lafuncién
y por otro lado, suficientemente pequefia para no forzar al sistema. La frecuencia de
muestreo debera ser elegida convenientemente. Su inverso es € periodo de muestreo,
gue es el tiempo que transcurre entre la toma de dos valores discretos sucesivos de la
funcion continua. La frecuencia de muestreo deberd ser tal que el periodo de muestreo
esté por encimadel valor del tiempo de respuesta de sistema.

4.3.3.2.2 Relgj local.

El Modulo Muestreo queda despreocupado de la tarea de generacion de
sincronismo porque e Médulo Interfaz ya genera un reloj que sincronice la méaquina,
para suplir la carencia hardware de la tarjeta de adquisicion de datos con programacion
software adicional. Como e Maodulo Interfaz lleva el control del tiempo, suministraa su
sdida los valores de tiempo, temperatura y concentracion caracteristicos de un
intervalo, justo en el momento en & que empieza € nuevo intervalo. Como e Médulo
Muestreo se activa siempre que cambien sus entradas, se activa siempre que comienza
un nuevo intervalo, por lo que este médulo ya se encuentra sincronizado gracias a su
situacién en cascada con el Modulo Interfaz.

El Médulo Muestreo en cambio no queda exento de la tarea de generacion de
un reloj local al médulo. Unavez que ha construido y muestreado la recta, debe fijar en
su salida el vaor de cada uno de los puntos muestreados, cada cierto tiempo y
recorriendo sucesivamente la coleccién de los valores discretos hasta completarla. Esta
salida cumpl e dos restricciones:

El tiempo que transcurre entre que la salida del Médulo Muestreo toma €l
valor de un punto muestreado y el valor del siguiente, debe coincidir con
el periodo de muestreo para garantizar el funcionamiento en tiempo real.

El tiempo que tarda la salida en tomar € vaor de todos los puntos
muestreados debe coincidir con la duracion total del intervalo.

Por tanto, aunque gracias a Maodulo Interfaz se encuentra sincronizado y es
automaticamente activado cuando comienza un nuevo intervalo, después durante la
duracion del intervalo e Médulo Muestreo debe llevar un control local del tiempo que
le permita detectar €l transcurso de un tiempo igual al tiempo de muestreo, para activar
su salida en el momento preciso. De nuevo debe idearse mediante programacion un
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mecanismo sustitutorio que emule e control del tiempo que se podria conseguir
facilmente con unatarjeta de adquisicion de datos dotada de un reloj, un temporizador o
un contador.

4.3.3.2.3 Tareasarealizar.

Lamision del Médulo Muestreo es cubrir las siguientes tareas.

v

Detectar, en tiempo rea los valores de temperatura y tiempo que le
proporciona el Médulo Caudal.

Debe activarse cada vez que cambien los valores de sus entradas.

Cada vez que cambian los valores de entrada del Médulo Muestreo,
construye una nueva recta entre el valor inicia y fina de las temperaturas
que el Médulo Interfaz le proporciona.

Cada vez que cambian los valores de entrada del Médulo Muestreo, muestrea
esta recta que construye a partir de los nuevos valores de temperatura.

Facilitar a usuario la tarea de saber en qué intervalo se encuentra €l
experimento y saber cual es la pendiente para la velocidad de enfriamiento
que se esta empleando en cada momento. Esto se consigue gracias a que en
tiempo real, a inicio de un nuevo intervalo e Modulo Muestreo debe
refrescar la gréfica que representa € comportamiento que tiene la
temperaturafrente al tiempo durante ese intervalo.

Ofrecer flexibilidad. En cada intervalo no se muestrea la recta de
temperaturas caracteristica del intervalo para conseguir un numero fijo de
puntos, sino que e nimero de puntos depende de la duracién del intervalo.

Eleccion de lafrecuencia de muestreo.

Debe mostrar los puntos muestreados. Debe aportar la visualizacion del
nimero de puntosy €l valor de los puntos que se han obtenido del muestreo.

Proporcionar al Médulo Caudal la temperatura que sea desea para la
disolucion en cada instante.

El M6dulo Muestreo debe fijar en su salida € valor de cada uno de los
puntos muestreados, cada cierto tiempo y recorriendo sucesivamente la
coleccion de los valores discretos hasta completarla.
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Este valor de salida del Médulo Muestreo sirve de entrada para €l
Modulo Caudal.

El tiempo que transcurre entre que la salida del Médulo Muestreo toma €l
valor de un punto muestreado y el valor del siguiente debe coincidir con
el periodo de muestreo para garantizar € funcionamiento en tiempo real.

El tiempo que tarda la salida en tomar e valor de todos los puntos
muestreados debe coincidir con la duracion total del intervalo.

v' Generacion de un reloj local al médulo.

v' Determinar constante de equivalencia entre €l tiempo real y e tiempo que
transcurre en e PC en & que reside la aplicacién de la méaguina de
Langendorff.

v" Queda eximido de las tareas de generacion de sincronismo porque e Madulo
Interfaz generaun reloj que sincronizael sistema completo.

4.3.3.2.4 Disefio conceptual.

Se presenta seguidamente un esguema de blogues donde se indican las diferentes
partes que componen € disefio conceptual propuesto para el Modulo Interfaz dentro del
subsistema software.

v' Entradas del Mddulo Muestreo:

Las siguiente entradas son suministradas por e Modulo Interfaz, que
conecta cuatro de sus salidas a estas cuatro entradas.

Instante inicial del intervalo.

Instante final del intervalo.

Temperaturainicial del intervalo.

Temperaturafinal del intervalo.

La otra entrada queda fijada a un valor constante que se determina
experimentalmente, una vez que se realizan las calibraciones pertinentes para
conseguir el funcionamiento en tiempo real de la maquina de Langendorff.
Es un valor gue se fija en €l disefio de la aplicacién, y que por tanto no se

presenta como entrada a rellenar al usuario. Se trata de una constante de
equivalencia que equipara e tiempo real que se mide en un cronOmetro con
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el tiempo que transcurre en la gjecucion de la aplicaciéon en € PC en e que
reside la aplicacion de la méquina de Langendorff. Un cambio de PC
supondria una nueva calibracion del tiempo, teniéndose que calcular una
constante de equivalencia valida para las actuales condiciones del sistema.

Constante de tiempo.

v' Sdidas del Médulo Interfaz:

Temperatura deseada para la disolucién en cada instante.

Se trata de un valor perteneciente a los posibles valores que se obtienen
de interpolar entre la temperatura inicial del intervalo y la temperatura final
del intervalo.

Este valor de temperatura de salida sirve de entrada al siguiente modulo,
Modulo Caudal, que a partir de é y el vaor de la concentracion que le
facilita el Médulo Interfaz, calculara € flujo que debe extraerse de cada
bafio para que a mezclarse formen una disolucién que cumpla en ese
instante dichas condiciones de temperaturay concentracion.

v Displays de ayuda del Modulo Interfaz:

En este médulo se construye un display de ayuda a usuario, que aporta
informacion adicional que le facilitara latarea de saber como va progresando
la gjecucion de la aplicacion.

Gréficadel perfil de temperaturas que existe en € presente intervalo.

Con la ayuda de este display € usuario puede saber en qué intervalo
concreto se encuentra la gecuciéon del programay ver cua es la pendiente
que se esta aplicando durante esos instantes a la velocidad de enfriamiento.
Esta gréfica es construida automaticamente por € Mdédulo Muestreo,
interpolando la temperatura inicial y fina del intervalo, que le proporciona
el Modulo Interfaz. Esta gréfica se refresca en tiempo real cada vez que
comienza un nuevo intervalo y que por tanto cambian las temperaturas
inicia y final del intervalo.

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria

ENTRADAS

*Instante
inicial del
intervalo.
*Instante final
del intervalo.
*Temperatura
inicial.
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final.
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MODULD MUESTRED

-CONSTRUCCION RECTA.
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CADA PUNTO DE

TEHPORIZACION

ESTA ASOCIADO CON:
* UNA TEMPERATURA

* UNA CONCENTRAGION.

Fig. 32 Esquema de bloques del Médulo Muestreo.

4.3.3.25 Particularizacion.

mantenemos el mismo disefio, sin variacion alguna

MODULO
CAUDAL

El disefio propuesto para el Médulo Muestreo esta pensado para €l prototipo de
méaquina de Langendorff con control independiente de concentracion y temperatura. En
el caso de la méaguina de Langendorff con control exclusivo de temperatura,

Sirve el mismo blogue en ambos casos, |o cual refuerza laidea de la eficacia de

planificar e desarrollo software del proyecto como un sistema que se divide en médulos
de menor tamafio, de modo que la programacion gane portabilidad, permita la
reutilizacion de modulos en otras aplicaciones y los cambios se puedan realizar mas
facilmente, accediendo tan solo a un determinado médulo de interés, que funciona como
una cgja negrarespecto al resto del programa.

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria 4-45

La constante de tiempo que equipara el tiempo real que mide un crondGmetro con
el tiempo que transcurre en la g ecucién de laaplicacion en el PC, tiene el mismo valor,
porque depende de la frecuencia de reloj del PC concreto donde reside la aplicacion y
no de la carga computacional que conlleve lacomplejidad del programa.

De igual modo, a inicio de un nuevo intervalo, e Mdodulo Interfaz proporciona
al Modulo Muestreo los valores de instante inicial, instante final, temperatura inicial y
temperatura final del intervalo. Construye la recta que definird el comportamiento de la
temperatura frente a tiempo, la muestreara e ira recorriendo la coleccion de puntos
discretos obtenidos, para ir tomando secuencialmente uno a uno todos esos valores y
presentarlos en su salida, cada cierto tiempo.

4.3.3.3 Modulo Caudal.

La disolucién debe cumplir en cada momento unas condiciones de temperaturay
concentracion, que estéan determinadas por € perfil que introduce el usuario en la
aplicacion. La disolucion es e resultado de mezclar cuatro cantidades de liquidos: un
volumen de agua a temperatura T2, un volumen de agua a temperatura T3, un volumen
de anticongelante a temperatura T1 y un volumen de anticongelante a temperatura T4.

El volumen que tomamos en cada instante de cada uno de los cuatro bafios
disponibles ha de ser ta que la mezcla total de las cuatro cantidades satisfaga las
especificaciones de temperatura y concentracion de ese instante. Esta es la labor que
debe cubrir el Modulo Caudal: a partir de sus dos entradas, que son la temperaturay la
concentracion deseadas para la disolucion total en un determinado momento, tiene que
calcular € flujo que cada bomba peristaltica debe extraer de su bafio correspondiente.

Se recuerda que se puede dividir e perfil criogénico en intervalos, cada uno
caracterizado por una velocidad de enfriamiento distinta y una concentracion constante
en cada intervalo. Un intervalo del proceso de enfriamiento criogénico esta limitado en
el tiempo por un instante inicial y final, tiene una velocidad de enfriamiento lineal
marcada por una temperatura inicial y final, y el valor de la concentracion permanece
constante durante todo el intervalo.

El Modulo Caudal recibe el valor de la concentracion del Médulo Interfaz. En
tiempo real, en el instante de inicio de un nuevo intervalo, el Modulo Interfaz actualiza
su salida para mostrar un nuevo valor de la concentracion. Este es el valor de
concentracion asociado al punto de temporizacién que sirve de instante inicia al
intervalo y se mantendra constante durante el nuevo intervalo que ha comenzado. Por
tanto, el Modulo Caudal recibe cambios en su entrada de concentracion tan sélo a
principio del intervalo.

El Médulo Caudal recibe el valor de la temperatura del Médulo Muestreo. Esta
es la Unica salida del Modulo Muestreo y esté conectada directamente a la entrada de
temperatura del Médulo Caudal. Esta entrada cambiara frecuentemente, cambiara cada
vez que transcurra un tiempo igual a periodo de muestreo que hemos establecido. Por
tanto, durante el transcurso de un intervalo, esta entrada del Modulo Cauda sufrira
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numerosos cambios, mientras que la entrada de concentracion no sufrira cambio alguno
durante € transcurso del intervalo, ya que solo se actualizd su valor en el instante de
inicio del intervalo.

Cada vez que e Modulo Caudal detecta cambios en sus entradas, vuelve a
calcular de nuevo € flujo necesario de cada bafio, por tanto actualiza sus valores de
salida. Resuelve un sistema de cuatro ecuaciones con cuatro incognitas para determinar
el caudal que debe aportar cada bomba peristéltica ala disolucién total.

4.3.3.3.1 Sistema de ecuacionespara €l calculo de caudales.

El Médulo Caudal ha de resolver un sistema determinado de cuatro ecuaciones
con cuatro incognitas para calcular € caudal que debe aportar cada bomba. Los cuatro
volumenes extraidos de los bafios al mezclarse deben cumplir las condiciones impuestas
a la disolucién total. A continuacion se detallan las incdgnitas y las ecuaciones que
definen &l sistema:

v" Incognitas:

Caudal que debe proporcionar la bomba 1 asociada a bafio 1, que
contiene anticongelante. Este caudal se denota f, y se medird en
mililitros por minuto.

Caudal que debe proporcionar la bomba 2 asociada a bafio 2, que
contiene agua. Este caudal se denota f, y se medira en mililitros por
minuto.

Caudal que debe proporcionar la bomba 3 asociada a bafio 3, que
contiene agua. Este caudal se denota f, y se medira en mililitros por

minuto.

Caudal que debe proporcionar la bomba 4 asociada a bafio 4, que
contiene anticongelante. Este caudal se denota f, y se medira en
mililitros por minuto.

v" Ecuaciones:

Para conseguir concordancia en las unidades y mayor facilidad en la
resolucion del sistema, se toma una duracién de 1 minuto como referencia de
tiempo para resolver estas ecuaciones y asi permite utilizar los mililitros
como unidades de lasincognitas f , " i =1,2,34.

Las ecuaciones derivan de las especificaciones de volumen maximo,
concentracion y temperatura que debe cumplir la disolucion:
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Especificacion sobre el volumen méximo admisible.
Lasuma de los cuatro caudales no puede superar un volumen maximo V.

fo+f, +f +f, =V

Especificacion sobre la concentracion.
Ladisolucion total, resultado de mezclar dos cantidadesde agua f , y f ,,

con dos cantidades de anticongelante f, y f,, debe tener en cada

instante una concentracién determinada C, indicada en € perfil
criogénico definido.

Expresamos la concentracion C como litros de soluto divididos entre
litros de disolucién, tomando el agua como disolventey el anticongelante
como soluto. Resulta la ecuacion:

S Fa '
fo+f, +f,+f,

Especificacion sobre latemperatura.

Ladisolucion total, resultado de mezclar dos cantidades deagua f, y f ;,

con dos cantidades de anticongelante f, y f ,, debe tener en cada

instante una temperatura determinada T, indicada en €l perfil criogénico
definido.

Forzamos que las dos cantidades de agua que se mezclan entre si sean de
tal cuantia que su union se encuentre atemperatura T.

T2>f2+T3>f3 :(f2+f3)XT
De igual modo, se fuerza que las dos cantidades de anticongel ante que se
mezclan entre si sean tales que la mezcla de ambos fluidos tenga una
temperatura T.

Tl)fl+T4)f4 :(fl+f4)xT
Asi, a mezclar finalmente e agua y e anticongelante, la disolucion
debiera estar a temperatura T, ya que no existe intercambio de calor ni

variacion de temperatura cuando se mezclan dos liquidos que se
encontraban separadamente ala misma temperatura.
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4.3.3.3.2 Resolucién del sistema de ecuaciones.

Laversion 6.0 del lengugje de programacion visual HP VEE esta equipado con
MATLAB, una de las mejores herramientas software matematicas de las que se dispone
en la actualidad. Con esta versiéon, el Médulo Caudal se reducia a un Unico bloque, que
se seleccionaba de una libreria y cuya funcién era la resolucion de sistemas de
ecuaciones. Se ha dispuesto de una version de evaluacion pero no permite almacenar
programas cuyo nimero de elementos visuales supere cierto limite, por lo que se ha
optado por emplear HP VEE 5.01, version de la cua si se posee lalicencia e igualmente
es compatible con €l programainterfaz DT VPI.

La ventgja de que HP VEE sea un lenguaje de programacion visual es que los
programas se crean conectando iconos entre si, utilizando el ratdn. En cambio, en un
lenguaje textual se utilizan una serie de palabras reservadas para codificar €l programa,
siguiendo unas reglas de sintaxis. La ventga de usar HP VEE consiste en que €l
programa es un diagrama de flujo de datos, que resulta mas sencillo de usar y entender
que las tradicionales lineas de codigo. Por e contrario, a ser menos frecuente la
utilizacion de lenguajes visuales, exige un cambio de mentalidad a la hora de abordar 1a
programaci on.

Para suplir lacarenciade MATLAB de HP VEE 5.01, hay que idear un conjunto
de iconos conectados, donde cada uno tenga una funcién especifica pero € diagrama de
flujo de datos resultante sirva para la resolucion de sistemas de ecuaciones. Esta version
del programa si permite realizar operaciones basicas tales como productos, divisiones,
sumas y multiplicaciones, asi como permite la definicion de matrices. Con las
herramientas disponibles, |a resolucion del sistema de ecuaciones se enfoca de la
siguiente manera:

Un sistematradiciona de ecuaciones permite una formulacion matricial como la
gue sigue:

Axx=b

donde A eslamatriz delos coeficientes, X esel vector delasincognitasy b es
el vector de los términos independientes. Por tanto, para resolver e sistema de
ecuaciones y obtener los valores de las incognitas, |a operacion matricial aredizar esla
siguiente:

X=A1 0

Los distintos bloques del Médulo Caudal tendran que crear una matriz A con
las dimensiones adecuadas. Tendra que rellenar algunos de sus elementos con un valor
constante y dejar abierto el valor de algunos el ementos, que dependen de la temperatura
y la concentracién, por lo que actlan como variables, que reciben su valor de las
entradas que tenga en cada instante el Médulo Caudal.
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Por tanto hay que definir las matrices de un modo particular, que permita el
cambio automatico del valor de algunos de sus el ementos.

Del mismo modo el Médulo Caudal define un vector b y rellena el valor de
todos sus elementos, ya que son valores constantes que no dependen de la temperatura o
la concentracion deseadas para la disolucion en cadainstante. Uno de los elementos del
vector b depende de la especificacion de volumen méaximo y toma e valor del caudal
total maximo admisible para la inyeccion en e 6rgano prefundido. Este valor V es ya
conocido y fijado al inicio del experimento, por 1o que a arrancar el programa el valor
de este elemento del vector se actualiza con el valor consignado y el vector b no sufre
modificaciones durante la gjecucion del programa.

El Médulo Caudal se encargara de invertir la matriz A y multiplicarla por un

vector b, que se ha definido previamente. Después tendrd que acceder separadamente a
cada elemento del vector para colocarlo en salidas separadas.

4.3.3.3.3 Tareasarealizar.

v Presentar iconos accesibles al usuario, donde pueda consignar la temperatura
de cada bario, por si decide cambiar dichos valores de los predeterminados
en el disefio de la aplicacion.

v Presentar un icono accesible a usuario, donde pueda consignar € caudal
maximo V, en mililitros por minuto, que € tipo de érgano objeto de la
criopreservacion puede soportar sin que suponga un exceso de presion que le
provoque dafios tisulares.

v Capturar la entrada que le proporciona el Médulo Interfaz y almacenar €l
valor de la concentracion que recibe.

v Capturar la entrada que le proporciona e Médulo Muestreo y almacenar €l
valor de latemperatura que recibe.

v Debe activarse cada vez que alguna de sus entradas cambie, para realizar €l
procesamiento adecuado y actualizar sus salidas.

v' Crear un vector b de dimensién 4x1 y rellenar sus eementos, teniendo en
cuenta que uno de ellos toma su valor del icono accesible a usuario en el que
consignod €l caudal total maximo admisible.

v' Crear unamatriz A de dimension 4x4 y rellenar los elementos que tengan
valor constante.
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v Refrescar con los valores de entrada de temperatura y concentracion de cada
instante | os elementos correspondientes de lamatriz A .

v' Redlizar las operaciones matriciales que suponen resolver el sistema de
ecuaciones.

v' Separar € vector solucion X en cuatro salidas independientes, cada una
destinada a una bomba.

Una vez calculados los caudales, se inicia la gecucion de 4 hilos de
programacion en paralelo. A partir del caudal deseado de cada bafio, se calculara €l
nivel de tensién de control necesario y se fijara ese voltgje en su respectivo cana
anal6gico. Esto ocurrira para cada bomba, y se redlizara en paralelo e procesamiento
para cada unade €ellas.

4.3.3.3.4 Disefio conceptual.

Se presenta seguidamente un esguema de blogues donde se indican las diferentes
partes que componen €l disefio conceptual propuesto para el Médulo Caudal dentro del
subsistema software:

v Entradas:

Temperatura.
Recibe la Ginica salida del Médulo Muestreo como una de sus entradas.

Concentracion.
Este valor eraunade las salidas del Modulo Interfaz.

v Sdidas:

Cauda Bombal.

Es el caudal en mililitros por minuto (ml/min) que debe extraerse el bafio
gtiquetado como bafiol, a través de su bomba peristatica
correspondiente.

Caudal Bomba2.
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Es el caudal en mililitros por minuto (ml/min) que debe extraerse el bafio
etiquetado como bafio 2 a través de su bomba peristatica
correspondiente.

Caudal Bomba3.

Es e caudal en mililitros por minuto (ml/min) que debe extraerse el bafio
gtiquetado como bafio 3 a través de su bomba peristatica
correspondiente.

Caudal Bomba4.

Es e caudal en mililitros por minuto (ml/min) que debe extraerse el bafio
gtiquetado como bafio 4 a través de su bomba peristatica
correspondiente.

TEMPERATURA

MODULO
MUESTREO

CAUDAL BOMBA1

CONCENTRACION CAUDAL BOMBA2

MODULO
INTERFAZ

CAUDAL BOMBAS3

CAUDAL BOMBA4

IR i

Temperature Temp Temp Temp Caudal Maximo Admisible
Bario 1 Bafio2 Bafio3 Bafio4
\ /
N

Acceso a parametros

Fig.33 Esquema de blogques del Médulo Caudal.
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v Variables accesibles:

Temperatura del Bafiol.
Temperatura del Bafio?2.
Temperatura del Baio3.
Temperatura del Bafio4.

Caudal total maximo admisible.

Por defecto, la aplicacion del programa se ha disefiado con unos valores
determinados para la temperatura de cada uno de los cuatro bafios. La
aplicacion admite total flexibilidad, permitiendo a usuario de la maquina
cambiar externamente |la temperatura de los bafios con los que desea realizar
los experimentos y después reflgjar estos cambios en la aplicacién que
controla la méquina, para que todo el procesamiento que se rediza a
gjecutar el programa tome estos nuevos valores reales.

El Médulo Caudal es el lugar donde estén accesibles estos parametros y
se podran modificar manualmente los valores antes de iniciar € proceso de
enfriamiento.

De igual modo se ha elegido un caudal maximo admisible en la
aplicacion, teniendo en cuenta que los experimentos van a realizarse con
corazones de cerdo. Si se prefiere experimentar con corazones de rata 0
cualquier otro animal, habra que modificar €l valor de este caudal antes de
gjecutar la aplicacion e introducir un caudal que se adecue mas exactamente
a las caracteristicas de tamafio y forma del nuevo érgano a criopreservar,
para que la disolucion inyectada no dafie sus tejidos por un exceso de
presion.

4.3.3.3.5 Particularizacion.

En la méguina de Langendorff con 2 bombas la disolucién no esta sujeta a
restricciones acerca de su concentracion, tan solo existe un valor de temperatura en cada
instante que si debe cumplir. La disolucion es el resultado de mezclar una cantidad de
agua de temperatura T1 y otra cantidad de anticongelante a temperatura T2.

Este Modulo admite mayores simplificaciones que los anteriores cuando esta
integrado en la aplicacion que reside en la maguina de Langendorff con control
exclusivo de la temperatura. El disefio obedece a la misma linea conceptual, pero €l
procesamiento experimenta una simplificacion al trabajar con matrices y vectores de
menor dimension. Larazon es que e cdlculo del caudal que tiene que proporcionar cada
bomba es el resultado de resolver un sistema de dos ecuaciones con dos incognitas. Una
ecuacion deriva de la especificacion de temperatura y la otra se obtiene de la
especificacién de volumen maximo.
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4.3.3.3.5.1 Sistema de ecuaciones para €l calculo de caudales.

El Modulo Caudal ha de resolver un sistema determinado de dos ecuaciones con
dos incognitas para calcular €l caudal que debe aportar cada bomba. Los dos volimenes
extraidos de los bafios a mezclarse deben cumplir las condiciones impuestas a la
disolucién total. A continuacion se detallan las incognitas y las ecuaciones que definen
el sistema

v Incognitas:

Caudal que debe proporcionar la bomba 1 asociada a bafio 1, que
contiene agua. Este caudal se denota f, y se medira en mililitros por
minuto.

Caudal que debe proporcionar la bomba 2 asociada a bafio 2, que
contiene anticongelante. Este caudal se denota f, Yy se medira en
mililitros por minuto.

v" Ecuaciones:

Para conseguir concordancia en las unidades y mayor facilidad en la
resolucion del sistema, se toma una duracién de 1 minuto como referencia de
tiempo para resolver estas ecuaciones y asi permite utilizar los mililitros
como unidades de lasincognitas f , " i =1,2,34.

Las ecuaciones derivan de las especificaciones de volumen maximo y
temperatura que debe cumplir la disolucién:

Especificacion sobre €l volumen maximo admisible.
La sumade los cuatro caudales no puede superar un volumen maximo V.

f +f, =V

Especificacion sobre latemperatura.

La disolucion total, resultado de mezclar una cantidad de anticongelante
f, con una cantidad de agua f,, debe tener en cada instante una
temperatura determinada T, indicada en € perfil criogénico definido.

Tl#1+T2>f2:(fl+f2)xT
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4.3.3.3.5.2 Simplificacién en la definicion de matrices.

El Modulo Caudal tendré que crear unamatriz A de dimensiones 2x2, rellenar
dos de sus elementos con un valor constante y dejar abierto €l valor de los otros dos
elementos, que dependen de la temperatura. Por tanto en la matriz hay dos elementos
gue actian como variables, recibiendo su valor de la entrada que tenga en cada instante
el Médulo Caudal.

El vector b sera de dimension 2x1 y sus elementos serén independientes del
valor de temperatura deseado en cada instante paraladisolucion. Igual que en e disefio

para cuatro bombas, un elemento del vector b depende de la especificacion de volumen
maximo y toma €l valor del caudal total maximo admisible V para la inyeccion en el
organo perfundido.

4.3.3.35.3 Tareasarealizar.

v Presentar iconos accesibles al usuario, donde pueda consignar la temperatura
de cada bario, por si decide cambiar dichos valores de los predeterminados
en el disefio de la aplicacion.

v" Presentar un icono accesible al usuario, donde pueda consignar € caudal
maximo, en mililitros por minuto, que € tipo de érgano objeto de la
criopreservacion puede soportar sin que suponga un exceso de presion que le
provogue darios tisulares.

v No recibe ninglin valor de entrada de concentracion, por lo que € Médulo
para dos bombas queda exento de capturar ese valor y amacenarlo.

v Capturar la entrada que le proporciona € Modulo Muestreo y almacenar €l
valor de latemperatura que recibe.

v Debe activarse cada vez que cambie €l valor de la temperatura que recibe
como entrada a Médulo, para realizar €l procesamiento adecuado y
actualizar sus salidas.

v' Crear un vector b de dimension 2x1 y rellenar sus elementos, teniendo en
cuenta que uno de ellos toma su valor del icono accesible a usuario en el que
consigno € caudal total maximo admisible.

v' Crear unamatriz A de dimension 2x2 y rellenar los elementos que tengan
valor constante.

v' Refrescar con los valores de entrada de temperatura los elementos
correspondientes de lamatriz A .
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v Redlizar |las operaciones matriciales.

v Separar el vector solucion en dos salidas independientes, cada una destinada
aunabomba.

En este prototipo, una vez calculados los caudales, se inicia la gecucion de 2
hilos de programacién en paralelo. Igual que ocurria en la méaguina de 4 bombas, a
partir del caudal a extraer de cada bafio, se calculara €l nivel de tension de control
necesario y se fijara ese voltaje en su respectivo cana anal dgico. Esto ocurrira para cada
bomba, y serealizara en paralelo el procesamiento para cada una de €llas.

4.3.3.3.5.4 Disefio conceptual.

Se presenta seguidamente un esguema de blogues donde se indican las diferentes
partes que componen el disefio conceptual propuesto para el Médulo Cauda dentro del
subsistema software de la maguina de Langendorff para dos bombas:

v Entradas:

Temperatura.
Recibe la Ginica salida del Mddulo Muestreo como su Unica entrada.

v Sdidas:

Caudal Bombal.

Es e caudal que debe extraerse el bafio 1 a través de su bomba
peristaltica correspondiente, medido en mililitros por minuto (ml/min).

Caudal Bomba2.

Es e caudal que debe extraerse el bafio 2 a través de su bomba
peristaltica correspondiente, medido en mililitros por minuto (ml/min).

v' Variables accesibles:
Temperatura del Bafiol.

Temperatura del Bafio?2.
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Caudal total maximo admisible.

MODULO CAUDAL
TEMPERATURA . ACTUALIZACION DE
MATRIZ A.
MODULO ‘ CAUDAL BOMBA1

MUESTREO . RESOLUCION  DEL -
SISTEMA DE CAUDAL BOMBA2

ECUACIONES:
Ax=b

I I i

Temperatura Temperatura
Bafio 1 Bafio 2 Caudal Méaximo Admisible.

S—
V
Acceso a parametros

Fig.34 Esquema de blogues del Médulo Caudal.

Por defecto, laaplicacion del programa se disefia para unos valores concretos de
temperatura para cada bario, pero ofrece total flexibilidad al permitir a usuario cambiar
externamente la temperatura de los dos bafios y después reflgjar estos cambios en la
aplicacion que controla la maguina, para que todo € procesamiento que se redliza a
gjecutar €l programa tome estos nuevos valores reales.

También se ha elegido un caudal maximo admisible en la aplicacién, teniendo en
cuenta que los experimentos se van a realizar sobre corazones de cerdo pero es un valor
modificable por e usuario s desea trabgjar con 6rganos de otra naturadeza o
experimental mente detecta que existe un valor mas afinado.

El Modulo Caudal es e lugar donde estan accesibles estos pardmetros y se
podran modificar manualmente los valores antes de iniciar € proceso de enfriamiento.
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4.3.3.4 Moddulo Salida Analégica.

El Médulo Caudal ofrece cuatro salidas, una para cada bomba peristéltica, en la
que se indica el caudal que debe extraerse de cada bafio para que a mezclarse, la
disolucién total cumpla las condiciones de temperatura y concentracion deseadas en
cada instante. Este caudal esta medido en ml/min.

Estas cuatro salidas del Médulo Caudal no entran directamente como entradas
del Mddulo Salida Analégica, sino que previamente, cada una de ellas atraviesa un
bloque que transforma el caudal que debe proporcionar cada bomba, en la tensién de
control que debe alimentarla para que proporcione ese caudal. Dicho blogue toma su
entrada, le aplica una funcion matemética y vuelca e resultado en su sdida. Esta
funcion matemética es precisamente la funciéon de transferencia que hemos medido
experimentalmente para la bomba.

S6lo es necesario redizar las medidas para una bomba, porque empleamos el
mismo modelo comercial de bomba peristéltica para todos los bafios, por 1o que €
blogue de Funcion de Transferencia de la Bomba es idéntico para cada bomba y les
aplicala mismafuncién.

Parareadlizar estas medidas, también se disefia una pequefia aplicacion adicional,
en la que se pueda seleccionar un nivel de tension entre O y 10 voltios y
automati camente se establ ece ese voltaje en un cana previamente sel eccionado.

Una vez que los cuatro valores de caudal que proporcionaron el Modulo Caudal
han sido transformados a valores de tension, através del blogue que aplicalafuncién de
transferencia de las bombas peristalticas, ya se dispone de los cuatro valores que sirven
de entrada a Médulo Salida Anadgica. Estos valores de tension, aplicados a las
bombas peristédlticas, hardn que éstas funcionen a una velocidad tal que bombeen €l
caudal esperado, extrayendo liquido de su bafio correspondiente. Segin el vaor de
tension que alimente su entrada de control analégico de flujo, e motor girara a una
velocidad distinta 'y asi cambiara €l volumen de fluido que puede extraer en un mismo
tiempo.

4.3.3.4.1 Riquezadela programacion empleada.

Una vez que € Modulo Caudal ofrece el valor de sus salidas, € procesamiento
sobre cada una de ellas se produce en paralelo: cada una de estas sefiales que miden
caudal sufren unatransformacién a un valor de tension a mismo tiempo. A partir de ese
punto, € programa pasa de tener un hilo de gecucién a tener cuatro hilos que trabajan
en paraéo, lo cua enriquece la variedad de herramientas y técnicas de programacion
gue se emplean a codificar la aplicacién: introduccion a uso de lenguajes visuales,
programacién multithread, manegjo del tiempo real, uso de iteraciones, herramientas
matematicas, mangjo de entradas de tamafo variable, herramientas de control de
dispositivos e instrumentaci 6n externa, etc...
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43342 Tareasarealizar.

El Médulo Salida Anal6gica toma sus entradas, que son cuatro valores distintos
detension, y gecuta cuatro veces'y en paralelo un mismo diagrama de flujo. El objetivo
gue persigue es que cada uno de los cuatro canales analdgicos de la tarjeta de
adquisicién de datos adopte un valor de tensién igual alos indicados por las entradas del
Modulo Salida Analdgica.

Cada uno de estos diagramas de flujo esta asociado a un nivel de tension, que
debe alimentar a una bomba de las cuatro disponibles, por lo que incluye las tareas
necesarias para configurar el canal analdgico de la tarjeta de adquisicién de datos que se
ha asociado a esa bomba peristéltica. De estaforma, € canal anal6gico correspondiente
tomard ese valor determinado de tension, que servira para controlar e flujo que
suministre la bomba peristaltica asociada a ese canal.

Las tareas que debe realizar el Médulo Salida Anal 6gica son:

v Detectar, en tiempo real, los vaores de tension que le suministran los
blogques de funcion de transferencia de las bombas, situados tras las salidas
del Médulo Caudal.

v Debe activarse cada vez que cambien los valores de sus entradas.

v' Configuracion del convertidor Digital/Analdgico correspondiente a cada
canal.

v' Obtencién de un manegjador de subsistema, usado por los objetos del
programa para identificar qué subsistema usar. Todos los objetos de
adquisicién de datos requieren un manejador de subsistema como una de sus
entradas de datos.

v' Seleccién de un rango de sdlida de los disponibles en la tarjeta de
adquisicién de datos.

v' Selecciéon de la ganancia de los canales anadgicos, ofreciendo asi mas
posibilidades para conjuntamente gjustar el rango final.

v Seleccién del canal anal égico por € que se desea sacar cada valor de tension.

v" Queda eximido de seleccionar una tasa de salida de datos. Cada vez que se
detecta un cambio en los valores de tension gque sirven de entrada al Modulo
Salida Analdgica, se actualizan los voltajes de los canales analégicos.
Mientras no se detecte cambio, se mantiene el valor anterior.
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v Ofrecer como salida del Modulo cuatro indicadores visuales, en los que se
muestra en tiempo real qué tension esta alimentando en cada momento a
cada bomba, a través de su canal correspondiente. Se usa como indicador
visual un modelo que presenta una escala semicircular con los valores
posibles de tensién que puede tomar cada canal, una aguja que sefida el
voltaje aplicado y unaindicacion numéricadel valor apuntado por la aguja.

4.3.3.4.3 Particularizacion.

En el caso del prototipo de méquina de Langendorff con 2 bombas, € disefio del
Modulo Salida Analégica no cambia, pero si queda reducido a 2 hilos de gjecucion, en
lugar de 4. El diagrama de flujo de datos correspondiente a un hilo de gecucién se
mantiene igual que en € prototipo con 4 bombas. Los valores de caudal provenientes
del Médulo Caudal sufren unaidéntica transformacion, a través de la misma funcién de
transferencia, a valores de tension. Este bloque de transformacion no varia, puesto que
empleamos el mismo modelo comercial de bomba peristaltica.

El Mddulo Salida Analdgica toma como entrada dos valores de tension, y
gjecuta dos veces y en paralelo el mismo diagrama de flujo. Persigue €l objetivo de que
dos de los cuatro canales analdgicos de la tarjeta de adquisicion de datos, adopten un
valor detension igual alos indicados por las entradas del M6dulo Salida Anal égica.

Cada uno de estos diagramas de flujo estd asociado a un nivel de tension, que
debe aimentar a una bomba de las dos disponibles, por lo que incluye las tareas
necesarias para configurar € canal analdgico de latarjeta de adquisicion de datos que se
ha asociado a esa bomba peristéltica. De esta forma, €l canal anal6gico correspondiente
tomara un vaor determinado de tension, que servird para controlar € flujo que
suministre la bomba peristaltica asociada a ese canal.

4.3.3.4.4 Solucidn alter nativa.

En un principio se pensd, como modelo del Modulo Salida Analdgica, € disefio
de un modulador PWM (M odulacién por ancho de pul so).

En este disefio, e modulador PWM tiene dos sefial es de entrada:

v' Una sefid tipo rampa, sefialada en amarillo en la figura 35, pagina 4-60, con
valores de la frecuencia 200 Hz, amplitud de 5 voltios, offset de continua de
5valtios.

v' Una sefid Ilamada umbral, que es una sefia continua con una tension
constante y esta sefidlada en azul en la figura 35, pagina 4-60. Esta seria la
variable para controlar la salida del modulador, y con €lla, la tension que
alimentalabomba peristdticay € flujo que ésta proporciona.
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Al usarse este tipo de modulacion, dependiendo del caudal que indicara paralas
bombas cada salida del Modulo Caudal, una funcién de transferencia aplicada sobre €l
valor del caudal, daria como resultado un valor de tensién de umbral.

Este valor de umbral se compararia con la sefial de tipo rampa, de manera que en
los instantes en los que la rampa tuviese mayor valor de tension que la sefial umbral, a
la salida se generaria un nivel alto (10 Voltios) y en los instantes en los que la rampa
alcanzase valores menores de tension que la sefial umbral, a la salida se generaria un
nivel bajo (0 voltios). Ver figura 36, pagina 4-60.

Mag

Tracel

| Trace?

Fig.35 Sefides de entrada del modulador PWM.

Como resultado de la comparacién entre una sefia ya fijada (sefial rampa) y una
sefid variable con e caudal (sefial umbral), se conseguia un tren irregular de pulsos
cuadrados que se hacia salir por el canal analégico correspondiente, para alimentar la
sefiad de control anal 6gico de flujo de la bomba peristéltica asociada al canal.

Laformadel tren dependia del valor del umbral: segiin los interval os durante los
cuales supere 0 no los niveles de tension de la sefial rampa, la sefial cuadrada tiene unos
tiempos distintos a nivel alto y bajo. De esta manera se pensd que se aumentaban las
posibilidades para controlar las bombas peristalticas. Esta modulacién permitiria
tedricamente hacer un control mas preciso, que barriese mas posibilidades de entradas
de control y por tanto se pudiesen conseguir flujos mas precisos.

En la realidad esta solucion no fue practicable, porque la bomba no respondia
adecuadamente a este control todo-nada. EI motor de la bomba no mantenia una
velocidad constante mientras la bomba era alimentada por €l tren de pulsos generado a
partir de un mismo vaor de tensién umbral. Con la modulacién se acentuaba
exponencialmente lainercia del motor de las bombas y se conseguian peores resultados
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en las medidas, a pesar de probar con distintas frecuencias para la sefia rampa en €l
intento de afinar el funcionamiento del modulador.
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Fig.36. Sefid de salida de un modulador PWM.

Finalmente en el presente proyecto se opta por medir directamente la funcién de
transferencia de las bombas peristdlticas, alimentandola con valores suficientes de
tensién y midiendo los volimenes de fluidos que extraen en un minuto de tiempo. A
partir de esos puntos se construye la funcion matemética que se gusta a ese
comportamiento. Una vez integrado un blogue con la funcion matematica que describe
la funcion de transferencia tensién/caudal  de las bombas peristélticas, los valores de
tensién resultantes de aplicar la funcion matemética sobre el caudal como variable, se
sacan directamente por los canales analdgicos para alimentar las bombas, gracias al
Modulo Salida Anadgica, que readliza las configuraciones pertinentes de la tarjeta de
adquisicion de datos.
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5 DESCRIPCION POR SUBSISTEMAS.

Tras lavision genera de los objetivos que se persiguen 'y la descripcion global
de la solucion elegida para la implementacién de la méquina de Langendorff, resta
entrar en los detalles més técnicos y minuciosos implicados en e desarrollo del
prototipo.

Una vez redizado e estudio tedrico de la Criopreservacion, se tienen las
herramientas de conocimiento fisiolégico minimas para emprender la construccién del
prototipo. La méaguina como un Unico sistema tota se divide en dos grandes
subsistemas: subsistema hardware y subsistema software. A continuacion se pretende la
profundizacion en estos dos grandes subsi stemas:

v' En d caso dd subsistema hardware, se persigue saber cuales y como son
exactamente los componentes hardware que se utilizan, cuales son sus
caracteristicas eléctricas y fisicas, su conexionado, su interfaz, sus entradas 'y
sdlidas, su interrelacion con otros elementos fisicos de la maguina y el
procedimiento de su instalacion.

v' En € caso del subsistema software, se desea describir cada uno de los
subsistemas en |os que a su vez se subdivide

En la descripcion global del sistema se ha dado a conocer €l nimero de
modulos en los que se divide la aplicacién que controla la maguina de
Langendorff. Se definid la funcionalidad de cada modulo, sus entradas y
sdlidasy su interrelacién e integracion dentro de la aplicacion.

Queda por tanto preparado € camino para hacer una descripcion
minuciosa de cada uno de los subsistemas que conforman la aplicacion,
recorriendo cada médulo para dejar de modelarlos como cajas negras 'y saber
exactamente como estén codificados empleando el entorno visual HP VEE y
DT VPL.

Se descubriran los artificios de programacion que se han empleado para
laemulacion de un reloj del sistema, para la resolucién de | as ecuaciones que
describen la méquina, para recoger los datos del usuario, para construir los
perfiles de criopreservacion graficamente a partir de entradas de texto y para
dar 6rdenes sobre la tarjeta que controlen las bombas peristalticas en tiempo
real.

Se adjuntara el cédigo del programay se vera claramente el concepto de
programacién modular que se ha seguido en el disefio de la aplicacion. La
herramienta de desarrollo software HP VEE es un lengugje visual, por 1o que
la aplicacion no se disefia generando lineas de codigo que siguen una sintaxis
determinada, sino que es un conjunto de iconos interconectados, por 1o que la
aplicacion disefiada es un diagrama de flujo de datos.

HP VEE permite agrupar una serie de iconos, cada uno con una
funcionalidad basica, en un Unico objeto, que [lama User Object (Objeto de
Usuario), con lo cual externamente se consigue una idea mas intuitiva y

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria 5-2

genera de la aplicacion, porque visualmente se ahorran muchos detalles.
Después se puede conocer el contenido de estos bloques, accediendo con €l
raton a estos Objetos de Usuario se visualiza la programacién anidada que
existe dentro. Esta anidacion es recursiva y sucesivamente podemos ir
agrupando conjunto de elementos bésicos en objetos, estos objetos a su vez
se pueden agrupar en nuevos blogquesy asi sucesivamente, si o deseamos.

5.1 HARDWARE DE LA MAQUINA DE L ANGENDORFF.

5.1.1 BOMBASPERISTALTICAS.

La maguina de Langendorff con control independiente de temperatura y
concentracion esta dotada de 4 bombas peristaticas idénticas entre si. La
particularizacion de esta maquina a prototipo que tiene exclusivo control sobre la
temperatura requiere tan solo de 2 bombas, que también son idénticas entre si y a
mismo tiempo idénticas a las necesarias en € montaje de control independiente de
temperatura'y concentracion.

El modelo de bomba escogido es una bomba peristaltica de flujo variable de la
marca Dinko, modelo D-21V. Se suministra con un surtido de tubosy conectores.

Fig.37 Bomba peristaltica Dinko.

Sus caracteristicas son las siguientes:

v Llevaun regulador potenciométrico de velocidad continuo.

v" Dotada de un cabezal con rotor de policarbonato de 2 rodillos, sdida para
control remoto e interruptor general luminoso.

v Control analégico de lavelocidad del rotor.

Rango de tensiones de entrada de control :0-10 V
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v' Caracteristicas de los tubos:

v" Funcionamiento:

Tubos de silicona.

Grado médico / alimentario, segin normas FDA y USP.

Tubos de facil extraccion para su reposicion o esterilizacion.

Esterilizacion por autoclave.

Rango de uso hasta 250°C y duracion media.

Componente continua: 220 V

Componente alterna: 50-60 Hz

v Temporizador controlador.

Rango; 0,1 segundos a 10 horas.

Incrementos 0,025s- 0,25h.

v' Este modelo de bomba, segin qué cabezal tenga montado, tendra una

velocidad distinta del

rotor.

La existencia de motores de distintas

revoluciones y de tubos de diferentes diametros son dos grados de libertad
gue juntos ofrecen distintas posibilidades para el caudal que proporciona la

bomba:

Cabezal
45-2r

Cabezal
50-2r

Flujo

0,3-3

1-11 5-28

10-54 -

(ml/min) [g-26

15-70

40-240

75-375 100-540

150-750

v" Dimensiones de la bomba:

Ancho (mm) Fondo (mm) Alto (mm)
260 240 90
v’ Peso: 25Kg
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5.1.2 TARJETA DE ADQUISICION DE DATOS.

La méquina de Langendorff, tanto en su versién de 2 como 4 bombas, consta de
unatarjeta de adquisicion de datos del fabricante Data Tranglation, €l modelo es DT331,
perteneciendo ala serie DT330 de Data Trand ation.

Esta serie se caracteriza por ser tarjetas de bajo coste con salidas analdgicas y
entradas/salidas |/O digitales, ideales para aplicaciones que requieren multiples salidas
D/A y capacidades de control.

Losrasgos principales de la serie DT330 son:

v’ Existen cuatro configuraciones distintas de la tarjeta.
v Tienen 4 u 8 salidas analégicas con 12 o 16 hits de resolucion.

v" Tienen 32 lineas |/O digitales para un control o una monitorizacion, gue no
requieran de lamedida del tiempo.

v" No existen relojes ni contadores ni temporizadores.

v Interrupciones por la deteccién de un cambio en un bit al monitorizar sefiales
criticas.

L as especificaciones detalladas de latarjeta DT331 de la serie DT330 son:
v 0 canales de entradas anal égicas.

v 4 canales de salidas anal6gicas:
Resolucién: 12 bits.
Rango: 126.
Rango de tensiones de salida, (Thruput): 1-10 V

v’ Interfaz de funciones digitales.
32 lineas de entrada/salida 1/O.
No existen contadores ni temporizadores.
Bus PCI
Transferencia de datos: PIO
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De esta tarjeta solo son necesarios los canales de salida analdgica: 2 canales de
salida analogica en e montagje de 2 bombas y 4 canales en e montgje de 4 bombas;
guedando libres los puertos digitales para posibles ampliaciones y mejoras del prototipo
de lamaguina.

5.1.2.1 Instalacion delatarjeta.

Seinstalalatarjetaen un dot libre de la placa madre del PC que se emplea como
centro de procesamiento de la méaguina de Langendorff. Simplemente se inserta la
tarjeta en una ranura libre de la placa madre y se aprieta suavemente hasta notar que
han encajado |os pines dentro del slot.

L2001 How BtuffWorks

Fig. 38 Slots (ranuras) disponibles para tarjetas PCl en una placa madre

La tarjeta de adquisicién de datos con bus PCl usa 47 pines para conectarse
dentro del dlot. La instalacion es tan sencilla, que basta presionar la tarjeta ligeramente
para que los pines encagjen perfectamente en e dot disponible y quede la conexion
hecha. El bus PCI es capaz de trabagjar con un nimero tan bajo de pines gracias a la
multiplexacion hardware que implementa, que implica que un dispositivo envia més de
una sefial por el mismo pin.
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Fig.39 Los 47 pines de latarjeta se conectan dentro del slot libre del PC.

La superficie metdlica que viene perpendicularmente unida a la tarjeta (ver
figura40) esel lateral que miraa exterior del PC, una vez que encgjamos la tarjeta en
su dlot. Al manipular la tarjeta, debemos sujetarla por dicha superficie para evitar
descargas el ectroestéticas no deseadas que dafarian parcial o totalmente la tarjeta. Esta
superficie metdlica la fijamos a |la estructura exterior de la minitorre del ordenador con
unos tornillos, para evitar por ggemplo, que a transladar € ordenador a otro sitio, los
pines de latarjeta pudieran salirse de su slot.

v

Estructura fijada con tornillos
alaminitorre del PC.

Pines conectados dentro del
sot.

v

Fig.40 Componentes de |a tarjeta que intervienen en su instalacion en el PC.

La tarjeta no necesita fuente de alimentacion externa, e PC le suministra la
energia suficiente para su funcionamiento.
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513 CONEXIONADO.

Una vez definido el tipo de bombas peristalticas empleadas en el montgje de la
maguina de Langendorff y conocida la tarjeta de adquisicion de datos elegida para
controlar por tensién dichas bombas, resta determinar el conexionado entre ambas
partes. De la tarjeta solo se emplean los canales de salida anal6gica: 2 canales de salida
anal6gica en el montaje de 2 bombasy 4 canales en el montaje de 4 bombas. Cada canal
de salida esta asociado y se conectara con una bomba distinta, para controlar con su
tensién de salida, € caudal que la bomba suministre ala disolucion total inyectada en el
corazon.

Cada canal esta accesible en un panel construido con el subconjunto de cables de
las salidas analdgicas de la tarjeta. Cada canal, accesible en un conector distinto del
panel, se conecta directamente por un cable a la entrada de tensién de control que posee
cada bomba peristéltica.

Los cuatro canales de la tarjeta son facilmente accesibles, gracias a que se han
agrupado los 4 canales anal 6gicos en un panel. Este panel es €l resultado de:

v' Sacar tan so0lo los cables correspondientes a los 4 canales analdgicos, del
mazo de cables que contiene todos los hilos eléctricos de la tarjeta ( hilos
eléctricos asociados a sus lineas digitales, sus canales analdgicos, sefial de
tierra GND, etc...). Cada cana de salida anal 6gica tiene asociados dos hilos,
entre |os que se establecera unatension diferencial entre 0-10 V.

v" Una vez separados los cables que funcionan como lineas eléctricas de los
canales analdgicos, son correctamente enganchados, cada par de cables
asociado a un canal, dentro de un conector metélico distinto. Por tanto en el
panel se presentan cuatro conectores perfectamente accesibles, donde cada
conector es un canal anal égico.

El componente de conexionado que empleamos es un latiguillo BNC- BNC, que
es un cable en & que sus dos extremos son conectores de tipo BNC. Enganchando un
cable de este tipo en cada conector, €l otro extremo se conecta directamente a la entrada
de tensién de la bomba peristaltica asociada a dicho canal. Dicha entrada de tensién de
control se encuentra en la parte trasera de la bomba peristaltica

Como € rango de tensiones que admite la entrada de la bomba destinada al
control analégico de la velocidad del rotor es 0-10 V y coincide exactamente con €l
rango de tensiones que admite la salida de los canales analégicos de la tarjeta de
adquisicion de datos (0-10V), no es necesario construir ningun circuito adicional que
haga funciones de interfaz adaptadora de niveles de tension.
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PC con tarjetainstalada

Cable de unidon con e PC

Panel

Conector (cana anal 6gico)

Cable

v

Entrada anal 6gica de control

v

Bomba peristaltica

Fig. 41 Conexionado entre los canales anal6gicos y las bombas peristélticas.

5.1.3.1 Control independiente de temperaturay concentracion.

Recordando € esquema del montgje de 4 bombas, (Fig.9, pag. 3-15), la
asociacion de canales anal 6gicos y bombas peristalticas es la siguiente:

v' Labomba peristaltica asociada al Bafio 1 se conecta con el canal 0.

v' Labomba peristaltica asociada al Bafio 2 se conecta con el canal 1.

v' Labomba peristéltica asociada al Bafio 3 se conecta con €l canal 2.

v' Labomba peristaltica asociada al Bafio 4 se conecta con el cana 3.

Esta asociacién entre bombas y canales anal6gicos disponibles en la tarjeta de
adquisicion de datos se representa graficamente en lafigura 42, pagina 5-9.
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Bomba peristaltica.
Cable con la sefial de tension de control

Conector (cana anal égico accesible)

Fig.42 Conexionado entre la tarjeta de adquisicion de datos instalada en un slot

del PCy las bombas peristalticas.
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5.1.3.2 Control exclusivo detemperatura.

Recordando e esguema del montge de 2 bombas, (Fig.10, pag. 3-20), la
asociacion entre los canales anal 6gicos disponibles en |a tarjeta de adquisicion de datos
y las bombas peristédlticas es la siguiente:

v Labomba peristéltica asociada a Bafio 1 (bafio frio) se conecta con € canal
anal 6gico Channel 0.

v' La bomba peristédltica asociada a Bafio 2 (bafio caliente) se conecta con €
canal anal6gico Channel 1.

-/

Bomba peristéltica.

Cable con la sefial de tension de control

Conector (canal anal égico accesible)

Fig.43 Conexionado entre latarjeta de adquisicion de datos instalada en un slot
del PC y las bombas peristalticas.
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514 MEDIDASEXPERIMENTALESDEL CAUDAL.

En la aplicacion software desarrollada es necesario conocer la funcion de
transferencia caudal/tension de las bombas peristalticas, por 10 que se realizan medidas
experimentales para medir el caudal que proporciona una bomba en funcién de la
tension que alimenta su entrada de control anal égico de flujo.

El objetivo que se persigue es determinar laforma de la funcion matematica
y = f(x), donde lavariable x esel caudal, medido en ml/min, que se desea extraer de
un bafio por su respectiva bomba peristélticay la variable y es la tension, medida en

voltios, que se debe suministrar a la entrada de control anal6gico de flujo de esa bomba,
para que extraiga de su bafio el fluido a esatasa que marca el caudal.

v y

CAUDAL :> y:f(X) :> TENSION

Fig. 44 Esguema conceptual de la Funcién de Transferencia de la bomba peristaltica.

S6lo se redizardn medidas con una bomba peristdtica, puesto que en
prototipo de la méquina de Langendorff usamos todas las bombas de un mismo modelo
comercia. Asi es que, salvo error de fabrica, se puede asumir €l mismo comportamiento
para bombas peristalticas del mismo fabricante y del mismo modelo.

Se redlizan las medidas en dos ocasiones, para verificar la fiabilidad de los
resultados obtenidos en los experimentos de medicidon. Se comparan los valores que se
obtienen en los dos experimentos y resultan ser practicamente iguales, lo cual validalos
puntos experimentales que se toman como referencia para cacular la funcion
matematica que se ajuste al comportamiento de la bomba.

Deseamos calcular la funcion matematica que describa la relacion entre la
velocidad del rotor de la bomba peristaltica y la tensién que alimenta la entrada de
control analdgico de flujo de labomba. La velocidad del cabezal de la bomba se traduce
en un flujo determinado que se extrae del bafio, de modo que cuanto mayor sea su
velocidad, mayor sera e volumen que se extrae del bafio en un mismo intervalo de
tiempo.
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5.1.4.1 Metodologiadela medicion delafuncién detransferencia.

En la aplicacion que controla la maguina de Langendorff, antes del Mdédulo
Salida Analdgica existe un punto en el que se necesita calcular, a partir de un valor de
caudal, qué valor de tension debe establecerse en el canal analdgico que alimenta a la
bomba correspondiente, para que su velocidad fuese tal que en un minuto extrayese ese
volumen de fluido indicado por el caudal. En las medidas se hace el camino inverso: a
partir de ciertos valores de tensiéon, se medira € volumen de liquido que una bomba
extrae de un bafio en un minuto de tiempo.

Se disena una pequefia aplicacién adicional [lamada
M edidasExperimentales.vee, donde se puede seleccionar un valor de tensién en una
entrada simple de datos. Este valor de tension saldra por € canal anadgico O de la
tarjeta de adquisicion de datos. Una vez seleccionado un voltaje, el canal analégico 0
tomara ese valor y lo mantendré hasta que se introduzca un nuevo valor en la entrada de
datosy se vuelva a gecutar € programa.

E'EHP VEE - MedidasExpenmentales vee B

File Edt “iew Debug Flow Device |/0 Data DT Dataticg Display Window ﬂlp

=18 %

DEEHE r i s R LI BAAG A FA BN B

DA Corfig

Ehanreld |—l Put Single Value

[~ TENSIGN BOMBA

F—

| —| TENSIGN ENVOLTIOS | 2 ’—\
\ 1 /
:." = |

4]

Ready | =10 [FROE [ MO0 [WEE

Winicio|| | @ 53 ] B @# = || FIPARTE2 doc .| EJARADIF doc .| EMVEE Pro Evelu [[BMHP VEE M |BILAJ & 1a10

Fig.43 Aplicacion empleada en las mediciones de caudal.

Conectamos €l canal 0 de la tarjeta de adquisicién de datos con una bomba
peristéltica cualquiera de las disponibles. Empleando un cable para la conexion, se
consigue gue la tension de salida del canal analégico de la tarjeta de adquisicion de
datos sirva de tension de control de flujo de la bomba peristaltica.
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El tubo de silicona de entrada de flujo de la bomba se sumerge en un bafio lleno
de fluido. El tubo de silicona de salida de flujo de la bomba se encuentra sellado con los
tubos procedentes de las otras bombas peristélticas, por |0 que no se encuentra accesible
separadamente en el montgje de laboratorio hospitalario. Por este motivo € cauda se
tendra que medir en €l final del conducto colector que se encarga de recoger los flujos
de todos los tubos de salida de las bombas. Este conducto colector seria €l que inyectara
la disolucion crioprotectora total en € corazén bajo experimento, a través de una canula
de aorta. En lugar de un organo, en e extremo final de este conducto se coloca un
matraz que recoja el liquido que salga.

El resto de las bombas peristalticas del montaje permanecen desconectadas, por
tanto aungue medimos e volumen de flujo en e punto en e que se encuentra la
disolucion total preparada para ser inyectada en el érgano, e unico fluido que alcanza
ese punto es €l que extrae la bomba conectada a canal 0, por lo que la configuracion es
vélida pararealizar medidas sobre una Unica bomba.

Como punto de partida se tiene el dato del fabricante que asegura que las
bombas peristdlticas tienen un comportamiento muy lineal, donde esta lineadlidad se
refiere a flujo que suministran en funcion de la tension de control que reciben. El
resultado de las medidas experimental es sorprende por el preciso comportamiento lineal
gue tienen las bombas, especialmente para tensiones de control de flujo por encimade 1
voltio.

En la maguina de Langendorff usamos como anticongelante polietilenglicol
PEG a 30 % y se desprecia la diferencia de densidad que tenga con respecto al agua.
Asumimos que no hay unadiferencia de viscosidad entre ambos fluidos suficientemente
significativa como para hacer € anticongelante se mueva més lentamente a través de los
tubos y €l resultado neto de la actividad de bombeo de lugar a un volumen de liquido
extraido ligeramente menor. Por tanto, los experimentos de medida no necesitan ser
realizados independiente para el caso en € que la bomba peristdltica extraiga agua y
para el caso en € gque la bomba peristaltica extraiga anticongel ante.

Para hacer una tanda de medidas se irén fijando varios valores de tensién en
M edidasExperimentales.vee para el canal analdgico que controla el flujo de la bombay
con la ayuda de un cronémetro, se observara qué volumen del matraz se llena de liquido
en el transcurso de un minuto.

Se anotara, para cada valor de tension fijada en el canal analdgico, € volumen
de liquido que ha llenado € matraz. Para cada valor de tension fijada, se consigue un
par de valores de tension y de caudal que denoto (V,F). A partir de un nimero
significativo de puntos (V,F), se podra gjustar la funcion matemética que describe la
funcion de transferencia caudal / tension en las bombas peristalticas empleadas.

Empleamos un crondmetro para redizar las medidas. Fijamos un valor de
tenson en voltios para e canad 0 en la pequefia aplicacion auxiliar
MedidasExperimentales.vee y en e momento en que presionamos con €l ratén el icono
gue inicia la gecucion del programa, accionamos €l cronOmetro para que empiece a
contar hasta un minuto.
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La gecucion del programa dura escasamente un segundo, pero € nivel de
tension se mantiene constante en el canal analégico a pesar de que la aplicacion haya
terminado de correr en el ordenador. Mientras transcurre el minuto se tiene tiempo
suficiente para modificar €l valor de entrada de la aplicacion y seleccionar 0 voltios
como tension de salida para €l canal 0. Cuando e crondémetro alcanza los 60 segundos,
presionamos de nuevo con € ratdn el icono que inicia la gecucion del programa. Al
sdir instantdneamente 0 voltios, la bomba se detiene y podemos medir €l volumen de
liquido que la bomba peristaltica ha extraido del bafio en un minuto.

Esto se repetira para un nimero suficiente de valores de tension para € canal
anal 6gico 0, de manera que se disponga de una coleccién de puntos (V,F), apartir dela
cual construir la funcion matematica que mejor se adapte a la funcion de transferencia
de labomba.

5.1.4.2 Resultados obtenidos.

Repetimos las medidas dos veces. En ambas ocasiones conectamos una misma
bomba peristéltica al canal analégico 0 de |a tarjeta de adquisicion de datos. El tubo de
silicona de entrada de flujo de la bomba lo sumergimos en un bafio lleno de
anticongelante, a una temperatura de —15,2 °C. L os volimenes de anticongelante que se
extraen del bafio en cada medida son recogidos en un matraz y gracias a la escala que
presentan sus paredes de vidrio, resultainmediata lalectura.

Estos son los resultados de la primera tanda de medidas. La bomba peristéltica
conectada al canal 0 extrae estos volUmenes de anticongelante a ser alimentada por
diversos niveles de tension de control de flujo:

TENSION VOLUMEN MEDIDO
(voltios) (mililitros)
0
10
14
20
25
30
35
40
45
50
55

© 0o ~No olh WNBEL O

=
o

Fig.44. Tabla de resultados de |a primera medida experimental del caudal.
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Estos son los resultados de la segunda tanda de medidas. De nuevo se coloca un
matraz que recoge cada uno de los volimenes de anticongelante que dispensa la bomba
para distintos niveles de tension de control de flujo:

TENSION VOLUMEN MEDIDO
(voltios) (mililitros)
0
10
15
19
25
30
35
41
45
49.5
55

© 0o ~No olh WNBEL O

=
o

Fig.45 Tabla de resultados de |a segunda medida experimental del caudal.

5.1.4.3 Formulacién matematica.

Sabiendo que € resultado esperado para el comportamiento de la bomba debe
ser un comportamiento lineal, segun sus caracteristicas de catdlogo, y habiendo tomado
dos tandas de medidas con resultados muy similares, nos permitimos descartar algunos
puntos de cada tanda de medidas y quedarnos con los valores esperados. De modo que
la coleccion de puntos que emplearemos para formular la funcion de transferencia de la
bomba es |a que se presenta en la tabla de la figura 46, pagina 5-16.

La construccion de la funcion matemética a partir de una coleccién de puntos
podria haber sido una tarea mucho mas complicada si no hubiera sido por € fiel
comportamiento lineal de las bombas que se ha observado en las medidas. La funcién
matematica podria haberse construido como una recta de minimos cuadrados o podria
obedecer a una expresion genérica de suma de una funcién exponencia y unarecta, en
la que ciertos coeficientes de ambas funciones se intentarian calcular a partir de los
valores obtenidos en las medidas.
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TENSION VOLUMEN MEDIDO
(voltios) (mililitros)
0
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55

© 0o ~No olh WNPE O

=
o

Fig.46 Tabla de puntos a partir de los cuales se construye la funcion de transferencia.

v' Entre 1 voltio y 10 voltios € comportamiento de la bomba es perfectamente
lineal, y lafuncion de transferencia caudal/tension de la bomba es una recta:

y=02>x-1 "x310

siendo y el valor de latension en voltios y siendo x €l valor del caudal en
mililitros por minuto (ml/min).

En el rango de tensiones entre 1 y 10 voltios no se ha tomado un ndmero
elevado de valores intermedios de tension en las medidas, debido a que se
observa con pocos puntos que el comportamiento de labombaeslinea tal y
como afirmaban las caracteristicas de catdlogo del modelo comercial de la
bomba peristaltica.

v' Sin embargo, no podemos adoptar esa expresibn matemética para €
comportamiento de la bomba entre 0 y 1 voltio. Supondria que la bomba sin
ser alimentada, es decir con una tension de control de flujo nula, seria capaz
de seguir funcionando y proporcionar un volumen de 5 ml en un minuto. Por
tanto, entre 0 y 1 voltio forzamos a un cambio de pendiente en larecta

En ese pequefio rango de tensiones se realiza una aproximacion y se gjustala
funcion de transferencia con la recta resultado de interpolar entre el valor
obtenido para 1 voltio (V=1V, F=10ml) y e obtenido para 0 voltios
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(V=0V,F =0ml). En este rango de tension, la funcion de transferencia de la
bomba peristaltica es la siguiente:

y=021>x "x£10

siendo y el valor de latension en voltiosy siendox € valor del caudal en
mililitros por minuto (ml/min).

v Serepresenta gréficamente el caudal que proporciona una bomba peristéltica
del montgje, en funcién de la tensién anal 6gica que la controle. Se distinguen
claramente dos tramos rectos con distinta pendiente, para tensiones menores
y mayores de 1 voltio. Se marcan con mayor grosor algunos puntos de la
grafica, que representan los resultados obtenidos en las medidas concretas
que se han redlizado y que han servido en e célculo de la funcién

matemaética.
MEDIDAS EXPERIMENTALES

E 60
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E 50 /
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o) |
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O L
& 20 =ad
o
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TENSION SUMINISTRADA (V)

Fig.47 Representacion gréfica de los resultados de las medidas experimental es.

v" Finalmente, se presenta la expresion compacta de la funcion buscada. Esta es
la funcién que da la tension con la que hay que alimentar una bomba
peristaltica, para conseguir un determinado caudal:

Sistema de Control de Temperatura en bucle abierto.




Memoria 5-18

y=J 02x-1 "x310
0.1>x "X£10

siendo y el valor de latension en voltiosy siendox € valor del caudal en
mililitros por minuto (ml/min).

Ademas de esta formulacion matematica, se dispone de la figura 48, que
muestra graficamente la funcién de transferencia que se ha obtenido
experimentalmente para las bombas peristalticas empleadas en € prototipo
de méquina de Langendorff. Es la funcion inversa de la gréfica representada
en lafigura47.

FUNCION DE TRANSFERENCIA
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|
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CAUDAL DEMANDADO (ml / min)

60

Fig.48 Funcion de transferencia obtenida experimental mente.
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5.2 SOFTWARE DE LA MAQUINA DE L ANGENDORFF.

En € prototipo de méquina de Langendorff se consigue el control independiente
de latemperaturay la concentracion gracias a la aplicacion software disefiada, que corre
sobre un ordenador en el que se instala la tarjeta de adquisicion de datos que controla,
con sus cuatro canales analdgicos de salida, € flujo que proporcionan las cuatros
bombas peristalticas. Estos cuatro flujos mezclados forman la disolucién que se inyecta
finalmente en el corazén objeto de |la criopreservacion.

Para organizar € disefio y desarrollo de la aplicacién, se ha estructurado el
subsistema software en cuatro moédulos de programacion de menor tamafio, cuya
funcionalidad, entradas y salidas se describieron en el capitulo anterior. Estos modulos
son los siguientes:

v Médulo Interfaz.

v Mbdulo Muestreo.

v Mbdulo Caudal.

v" Modulo Salida Analégica.

Se presenta un esquema global que muestra las entradas que recibe la aplicacion,
el punto en el gque son accesibles los pardmetros relativos a las temperaturas de cada
bafio y €l volumen maximo que puede tener la disolucién, la interconexién que existe
entre los distintos médulos y finalmente las salidas que ofrece la aplicacion. (Ver figura
49, paginas 5-20 y 5-21).

A continuacién se detalla como cada uno de estos médulos esta implementado,
usando el entorno de programacion HP VEE y DT VPI, y se describiran los diagramas
de flujo que contienen para conseguir lafuncionalidad que presentan cuando se modelan
COMO Cgjas negras.
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TABLA TABLA DE TABLA DE
PUNTOS DE TEMPERATURAS CONCENTACIONES
TEMPORIZACION

Entradas de la
aplicacion.

TIEMPO REAL
VALORES REFRESCADOS AL INICIO DE
UN NUEVO INTERVALO

v v

Punto de Punto de Temperatura Temperatura Concentracion
temporizacion temporizacion INICIAL del FINAL del del intervalo.
deINICIO de de FINAL de intervalo. intervalo.

intervalo. intervalo.

Temperatura
deseada en
cadainstante.
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Temperatura
deseadaen
cadainstante.

Concentracion
del intervalo.

Cauda Cauda Cauda Cauda
Bombal. Bomba2. Bomba3. Bomba4.
A\ 4 \ 4 \ 4 \4
Funcién de Funcién de Funcién de Funcién de

Transferencia

Transferencia

Transferencia

Transferencia

A 4 A 4

Tension
Bomba 2

Tension
Bomba 1

Tensién
Bomba 3

Tension
Bomba 4

Tension Tension
Canal Canal
analogico 0 analogico 1

Tensién
Canal
analégico 2

Tensién
Canal
analégico 3

Fig.49 Esquema de la aplicacion que controla la maguina de Langendorff.
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52.1 CONCEPTOSBASICOSDE HP VEE.

En primer lugar es necesario aclarar que la creacion de aplicaciones con la
herramienta visual HP VEE se realiza conectando objetos mediante lineas de datos en
un area de trabgjo. La gjecucion se redliza de izquierda a derecha en € diagrama de
flujo resultante.

v' Cadaobjeto se caracteriza por realizar unafuncion determinada.
v' Laslineas de datos son entradas o salidas de |os pines de | os objetos.

v Un icono tiene los siguientes pines:

Pin de secuencia de entrada

_ =] Farmula =
Pin de entrada de datos Pin de salida de datos
A | [iA+01) Result [

Pin de secuencia de salida

Fig.50 Pines de entrada y salida de un objeto de HP VEE.

Los pines de entrada y salida de datos se conectan para transmitir datos entre
los objetos. El uso de los pines de secuencia es opcional, Si se conectan
imponen un orden en €l flujo de la gjecucion desde la parte superior del area
del trabajo hastalainferior.

v Un conjunto de iconos se puede agrupar en un blogue mayor que los oculte,
mostrando sblo las entradas y salidas que lo conectan y relacionan con €l
resto de objetos de la aplicacion. Este bloque mayor recibe el nombre de
Objeto de Usuario (User Object).
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522 IMPLEMENTACION DEL MODULO INTERFAZ.

Los objetivos del Médulo Interfaz deben ser cumplir |as siguientes funciones:

v' Capturar las entradas de la aplicacion.

v' Generar € sincronismo que garantice el funcionamiento de la méaguina de
Langendorff en tiempo real.

v" Ofrecer a su salida cinco valores de interés relativos a un intervalo del perfil
de criopreservacion y ofrecerlos justo en el instante en el que comienza el
intervalo en tiempo real. Estos valores son:

Instante inicial del intervalo.
Instante final del intervalo.
Temperaturainicia del intervalo.
Temperaturafinal del intervalo.

Concentracion del intervalo.

A continuacién se detallard como se han implementado estas tres funciones.

5.2.2.1 Capturadeentradasdeusuario.

Las entradas que tiene el Modulo Interfaz son justamente las entradas que tiene
la aplicacion completa, ya que e Médulo Interfaz es el primer Modulo que se gecuta en
el diagrama de flujo de la aplicacion que controla la maguina de Langendorff.

La aplicacion debe recibir como entrada el perfil de criopreservacién elegido por
el usuario, para hacer que la méquina siga en tiempo real e comportamiento que dicta el
perfil en cuanto ala concentracién y latemperatura de la disolucién que se inyectaen el
Organo objeto del enfriamiento criogénico.

Se recuerda la posibilidad de descomponer la duracién total del enfriamiento en
intervalos de menor duracion, que se suceden uno tras otro. Cada intervalo se
caracteriza porque tiene un valor de la concentracion distinto y gue permanece constante
en toda la duracion del intervalo. Del mismo modo, un interval o se caracteriza porque la
temperatura frente a tiempo sigue e comportamiento de una linea recta de pendiente
negativa y distinta a la pendiente que tenia en €l intervalo anterior, siendo una recta
entreun valor inicial de temperaturay un valor final especificados por € usuario.

Por tanto e perfil de criopreservacion se puede ver como un conjunto de
intervalos. Cada intervalo esta delimitado por un instante inicial y por un instante final,
gue sirve a su vez de instante inicial para € siguiente intervalo, salvo en e Ultimo
intervalo, que € instante fina da fin a la duracion total del experimento. El
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comportamiento de la temperatura de la disolucion en €l intervalo esta fijado por una
temperatura inicial y una temperatura final, entre las cuales se interpola para conseguir
una recta que defina la temperatura para instantes intermedios. La concentracién de la
disolucién en € intervalo se mantiene constante y toma un valor de concentracion que
asociamos a instante inicia que da comienzo a intervalo, un valor de concentracion
gue debe mantenerse en toda la duracién del intervalo.

El usuario introduce este perfil utilizando tres tablas, una donde consigna los
puntos de temporizacion que indican €l principio de los intervalos y afiade como ultimo
elemento de latabla €l instante en e que acaba el experimento, una segunda tabla donde
consigna el valor de temperatura asociado a cada uno de los puntos de temporizacién de
latabla anterior y unaterceratabla donde consigna el valor de la concentracién asociado
a cada uno de los puntos de temporizacién de la primera tabla, teniendo esta tabla una
entrada menos, ya que € punto de temporizacion asociado a final del enfriamiento
criogénico no tiene concentracion asociada, ya que acaba el experimento y ya no tiene
sentido mantener el valor de esa concentracion en |os instantes siguientes.

Por tanto la tabla donde se introducen los instantes de tiempo deseados para
introducir cambios en la concentracion de la disolucion es una tabla de dimension n+1,
la tabla donde se consignan los val ores de temperatura que debe tener la disolucion justo
en los anteriores instantes de tiempo especificados seria una tabla de dimensién n+1 y
finalmente la tabla donde se especifica la concentracion asociada a cada instante inicial
de un intervalo tendra dimension n. A continuacion se concretan las unidades en las que
el usuario debe introducir sus datos en las tres tabl as.

v Unidades empleadas en |as tablas de entrada de datos:

Primeratabla: Los puntos de temporizacion usan como unidad el minuto.
Segundatabla: Las temperaturas usan como unidad el grado centigrado.

Tercera tabla: Las concentraciones son adimensionales, expresandose
como e volumen del anticongelante partido por e volumen de la
disolucion total, formada por aguay anticongelante.

En la figura 51 de la pagina 5-25 se muestra un ejemplo de perfil de
criopreservacion que el usuario pudiera desear practicar sobre el 6rgano a criopreservar,
y en lafigura 52 de la misma pagina, se muestra como deberia el usuario rellenar las
tres tablas de datos que la aplicacién le of rece como entradas para que pueda especificar
el perfil de criopreservacion que desea.
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= PERFIL DE CRIOCONSERVACION =

timeinput 3

TEMPERATURA (*C) -2

u] 10 20 20

TIEMP O (rmin)

Fig. 51 Ejemplo de perfil de criopreservacion deseado.

0oog; 0 =
0oa1:1
0o0z: 3
0oo3:10
0oo4:14
0oas: 30

nonn: 4 =
0o01:3.5
nonz2: 2.5
noaa: 1
noo4: -1
non&: -4

oooa: 0.1 =
0001:0.24
0002: 0.5

0003:0.74
0o04:0.9

-

Fig.52. Tablas que consignan en la aplicacion el perfil deseado de lafigura51.
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5.2.2.1.1 Dificultadesdela captura de datos de entrada.

Una dificultad a considerar es que no se conoce a priori € nimero de puntos de
temporizacion. La maquina de Langendorff pretende ser una solucién versétil y
adaptable a cualquier proceso de criopreservacion de cualquier 6rgano, con lo cua la
duracion del experimento no se conoce a disefiar la aplicacion porque sera variable
segun los casos y se puede ir corrigiendo segun lo que demuestre la experiencia. Asi
mismo, cada vez que enfriemos un 6rgano, probablemente € perfil que usemos sera
distinto, y nos convenga diferenciar la duracion del enfriamiento en un nimero mayor o
menor de intervalos en los que variemos las condiciones de la disolucién inyectada. La
solucion encontrada consiste en que a definir las tablas de entrada de datos,
especifiquemos en su configuracion la condicion de Enable Indices, que nos permite
trabajar con tablas de tamafio indefinido, que admiten un nimero infinito de datos. Es
un clésico problema de programacién de reserva dindmica de memoria, que se soluciona
en este caso con una herramienta de programacion visual. En principio defino un
tamafio de latabla, pero este nimero es ignorado tanto si introduzco mas o menos datos
gue los que especifiqué, porgque sea cual sea ese nimero de datos, la tabla siempre serd
Interpretada correctamente.
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Fig.53 Definicion de tablas de tamafio indefinido.

Para los pasos sucesivos de la codificacion del Médulo Interfaz si es necesario
conocer el tamafo exacto que tienen las tablas con los datos que ha introducido €l
usuario a iniciar la aplicacion. En e Modulo Interfaz es necesario recorrer los
elementos de las tablas y no se puede producir desbordamientos, porque HP VEE daria
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error, deteniendo autométicamente la gjecucion de la aplicacion si se intentase acceder a
una tabla con un indice mayor del posible segin su tamafio. Para ello utilizamos un
icono de tipo Get Values, que recibe como entrada de datos la tabla con los valores de
concentracion y dispone de una salida en la que escribe e nimero de elementos que
tiene, salida en la cua se coloca un indicador alfanumérico que renombramos como
NumElementTabla, paravisualizar el nimero de elementos.

1 NumEIem-emTabIa
U 1 6
JUp @I 1
1 -
Get\ufanuem—J

Esto es para saber la dimension de las tablas y o no haya overflow al recorrerlas

Fig. 54 Determinacion del tamario de las tablas.

5.2.2.2 Generacion del sincronismo.

La base para sincronizar € funcionamiento total de la aplicacion en tiempo real
es el uso de un icono de tipo For Count. Este objeto activa su pin de salida de datos €l
nimero de veces que se le especifique. Se configura con un valor méximo N y al igua
que un contador digital hardware, se incrementade 1 en 1, comenzando su cuentaen Oy
se detiene a alcanzar €l valor N-1. Cada vez que se incrementa su valor, activa su pin
de salida de datos. Este objeto se puede emplear para gecutar un subhilo durante un
nimero especificado de iteraciones. La salida del icono se puede usar como valor para
lanzar el funcionamiento de los objetos que componen e subhilo. En el icono For Count
se introduce un valor entero que es el nimero de iteraciones que se desean para €l
subhilo.

Conociendo la funcionalidad del icono For Count, se orienta su uso a la
funcionalidad que deseamos para la aplicaciéon. Se quiere tener a la salida del Modulo
Interfaz los valores de instante inicial y final de un intervalo, temperaturainicial y final
de un intervalo y concentracion de un intervalo, cada vez que se inicie un intervalo. A
partir del instante en e que e Madulo Interfaz saque esos valores por sus salidas de
datos, se desea € oportuno procesamiento del Médulo Muestreo, del Médulo Caudal y
del Médulo Salida Analégica, de modo que estos cinco valores sirvan de fuente para
una serie de acciones gue resulten en unas tensiones analdgicas de control del flujo de
las bombas y por tanto en una suma de caudales que cumplan e comportamiento
esperado para la disolucion durante €l tiempo de duracion del intervalo.

Por tanto cada vez que el Médulo Interfaz saque los datos correspondientes a un
intervalo, se desean una serie de acciones que constituyen € resto del disefio de la
aplicacion y que se pueden englobar conceptualmente en un subhilo. Se desean tantas
iteraciones de este subhilo como intervalos haya, para que se construya la recta de
temperaturas correspondiente y se generen los caudales pertinentes en cada uno de los
interval os que constituyen la duracion total del enfriamiento criogénico.
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Por tanto se tiene que programar €l icono For Count con €l nimero de intervalos
gue haya, incrementado en una unidad, ya que cuando el For Count llegue a su cuenta
méxima se detiene y por tanto no le datiempo a generar otraiteracion del subhilo.

5.2.2.2.1 Deteccién delallegada del instanteinicial deun intervalo.

La deteccion de la llegada en tiempo real del instante inicial de un intervalo se
realiza gracias a la utilizacion de un icono de tipo If/Then/Else que utilizamos como
comparador, con la condicion A<=B. En su entrada B conecta la salida de For Count,
gue muestra el valor hasta el que ya se ha incrementado y en su entrada A conecta una
tabla que sirve de artificio para conseguir el comportamiento deseado del sistema.

Si se conecta directamente el icono For Count con € subhilo que lanza, sin usar
el pequefio montaje del comparador que se explicara a continuacion, € contador se
incrementa a gran velocidad y por cada incremento, se realiza una iteracion del hilo, lo
cual no se corresponderia con un funcionamiento en tiempo real, ya que se debe lanzar
un subhilo cada vez que llegue en tiempo real e instante inicia de un intervalo, para
que las salidas anal 6gicas de |os canales se correspondan con los valores de temperatura
y concentracion que se desean en esos instantes. Si se conecta directamente el icono For
Count con el subhilo, la g ecucion de la aplicacion podria durar escasos segundos debida
alaalta velocidad de autoincremento del contador.

5.2.2.2.2 Artificio para disminuir la velocidad de autoincremento de For Count.

Entonces se genera un artificio que relentice la velocidad de autoincremento del
objeto For Count, basado en un comparador y otra tabla Esta tabla auxiliar se
caracteriza porque sus elementos siguen una progresion aritmética de razén 1,
progresion que comienza en 1 y termina en un nimero igual a ndmero de puntos de
temporizacion contenidos en la tabla de entrada de tiempo del usuario. Esta progresion
Se genera con un icono de tipo ramp(numElem, start, stop).

nooo:
001 :

— nooz:
1 n003:
: rampinumeElerm, start, stop) |— — ] Q004
n00a:
Q006:

| »

= 5 m &Lk =

-

Fig.55 Creacion de unatabla auxiliar que contiene progresion aritmética.
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= rarmpinumElerm, start stop) =

1 numElem | rampinumElem, star, stop)
1 start Result 1
1 stop

Fig.56 Entradas y salidas del objeto Ramp.

Este objeto, en primer lugar construye una recta entre el valor start y el valor
stop, y después la muestrea y presenta en su salida un nimero de puntos muestreados
igual a que le que indique la entrada numElem. El objeto, teniendo en cuenta el nimero
de puntos gque se le ha especificado que debe extraer del muestreo, equiespacia los
valores que toma de la recta de modo que resulten tantos puntos muestreados como se
deseaba.

Este objeto se conecta con su entrada start un icono de tipo Real que contiene
valor 1. Como € indicador afanumérico NumElementTabla contiene e nimero de
elementos de la tabla de concentraciones, se hace pasar por un icono Férmula que lo
incrementa en una unidad para tener el nimero de elementos que tienen las tablas de
tiempos y temperaturas. Este valor, que siempre serd un nUmero entero, se conecta con
la entrada stop y con numElem.

De este modo, se le demanda a objeto ramp que construya una recta que
siempre comienza en 1 y termina siempre en un valor entero. Al pedirle ese mismo
nimero entero como nUmero de puntos eguiespaciados en el muestreo, se garantiza que
todos los puntos que se extraen del muestreo son ndimero enteros y que forman
exactamente la progresion aritmética deseada.

La tabla se recorrera sucesivamente gracias a un User Object Ilamado “Recorre
Matriz Steps’, que accedera cada vez a un elemento hasta recorrerla por completo. El
elemento al que accede se muestra en un indicador alfanumérico que se renombra como
“Préximo intervalo a detectar”.

5.2.2.2.3 Utilidad del comparador.

A continuacion se explica la utilidad de haber incluido un objeto de tipo
If/Then/Else en la aplicacion. Este icono recibe dos entradas A y B, establece una
condicion concerniente al valor de las entradas y en caso de que se cumplala condicion,
activa el pin de salida Then y en el caso de que no se cumpla, activa el pin de salida
Else.

En la entrada B del bloque If/Then/Else tenemos un indicador alfanumérico que
se renombra “CLK”, que muestra en todo momento hasta qué numero se ha
incrementado el icono For Count. En la entrada A tenemos € indicador “Proximo
intervalo a detectar”, que recoge cada vez un valor de la tabla auxiliar en la que los
elementos siguen una progresion aritmética de razon 1, comenzando en 1y terminando
en un numero igual a nimero de puntos de temporizacion. La condicién especificada en
el objeto If/Then/Else es A<=B.
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Fig.57 Objeto If/Then/Else con una de sus entradas y la condicién que impone.

El primer punto de temporizacion del perfil esel instantet = 0.

Comienza la gjecucion del programay el blogue “Recorre Matriz Steps’ accede
a primer elemento de la tabla auxiliar, por lo que “Proximo intervalo a detectar”
muestra el valor 1. Al comenzar la gjecucion, € icono For Count también ha comenzado
su cuentay se pone a 1, al darse la condicion de A<=B, se activa el pin de salida Then
del comparador y se acaba de lanzar unaiteracién del subhilo.

En esta iteracidén € primer paso es que instantaneamente se actualizan los
valores de salida del Médulo Interfaz: instante inicia y final del intervalo, temperatura
inicial y final del intervalo y concentraciéon del intervalo. A partir de que e moédulo
proporcione sus salidas, el Modulo Muestreo, € Modulo Caudal y € Médulo Salida
Anadgica tendrédn que realizar su procesamiento sobre los nuevos valores lanzados
sobre el intervalo que acaba de comenzar.

Hasta que estos Médulos no acaben todo su procesamiento, no se devuelve €
hilo de control. El procesamiento en e Maodulo Interfaz, en el Modulo Caudal y en €
Modulo Salida Analdgica es instantaneo, gracias a la vertiginosa velocidad de HP VEE
operando y tratando datos. EI Médulo Muestreo es el encargado de alargar |a duracién
del subhilo ala duracion rea del intervalo. EI Modulo Muestreo genera un reloj local,
por lo que desde e momento en que se activa, tiene control de la duracion en tiempo
real del intervalo y hara que su procesamiento se extienda en el tiempo hasta durar
justamente lo que indica la diferencia del instante inicia y final del nuevo intervalo que
halanzado el subhilo.

Al terminar e Médulo Muestreo con su Ultima iteracion local, queda €
procesamiento posterior del Modulo Caudal y del Modulo Salida Analégica sobre los
ultimos datos de salida del Modulo Caudal para ese intervalo, ya que estos dos bloques
se encuentran en cascada tras él. Este procesamiento es instantaneo porque no hay
disefiados bucles iterativos en esos modulos y tan solo existen diagramas de flujo
lineales que operan sobre los datos y los dejan pasar directamente. Este procesado sobre
el ultimo dato del intervalo requiere un tiempo imperceptible y devuelve de nuevo €l
control del programaal icono For Count del Médulo Interfaz. Como el Modulo Interfaz
tiene un procesamiento préacticamente instantaneo, los valores correspondientes a un
nuevo intervalo se refrescan ala salida del Modulo Interfaz en tiempo real. De nuevo es
el Médulo Muestreo el encargado de extender la duracién del procesamiento un tiempo
igual a de la duracion del intervalo. Asi es como el Mdédulo Interfaz garantiza que €
sistema esté sincronizado, aunque es imprescindible que e Madulo Muestreo garantice
lamedidadel tiempo de duracién de un intervalo.
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Cuando se activo la salida Then, sirvid de sefia de control a blogque “Recorre
Matriz Steps’, que procedié a acceder al siguiente elemento de la tabla, extrayendo en
este caso un 2 'y por tanto actualiza la entrada A del comparador, “Préximo intervalo a
detectar”. Cuando se devuelve el control del programa a Maodulo Interfaz, € icono For
Count se vuelve a incrementar y toma el valor 2. Se encuentra que la entrada A del
comparador ya se encuentra actualizada, por |o que se vuelve a cumplir la condicién del
icono que las compara, se activa la sdlida Then y se lanza una nueva iteracion del
subhilo.

La sefial Then sirve de sefid de control para que se actualicen los valores de
sdlida del Modulo Interfaz correspondientes a intervalo que sigue a anterior y
comienza de nuevo e procesamiento en cascada del resto de Médulos. De nuevo el
Modulo Caudal, gracias a su generacion de reloj local, consigue con unos bucles
iterativos extender la duracion de la gecucién del subhilo un tiempo real igua a
especificado como duracion del intervalo.

De la misma manera la sefia Then sirvié de control al bloque “Recorre Matriz
Steps”, por lo que se accedio a siguiente elemento de la tabla auxiliar, que en este caso
es un 3. Cuando € Mdédulo Interfaz recupere € control del programa, € icono For
Count de nuevo solo podra incrementarse en una unidad, porque se encontrard que
vuelve a cumplirse la condicién de igualdad A = B y que se lanza una nueva iteracion
del subhilo.

Este proceso termina cuando en el siguiente intento de autoincremento de For
Count se actualiza a su Ultimo valor programado, que coincide exactamente con €l
nimero de puntos de temporizacion del intervalo. El contador deja de contar y la
aplicacion se detiene 'y acaba. En este punto, ya se han realizado |as acciones pertinentes
para cada uno de los intervalos y For Count llega a instante que marca el final de la
duracion del enfriamiento criogénico.

Una vez que € icono For Count se incrementa en una unidad a recuperar €
control del flujo del programay se vuelve a cumplir la condicion de igualdad, gracias a
lavertiginosa velocidad de procesamiento de HP VEE , instantaneamente aparecen en la
salida del Médulo Interfaz los valores de Instante Inicial del intervalo, Instante Final del
intervalo, Temperatura Inicial del Intervalo, Temperatura Final del Intervalo y
Concentracion.

La idea que resume esta implementacion es que hasta que no se realiza todo el
procesamiento necesario de un intervalo, no se devuelve el control del flujo a inicio del
programay no se vuelve aincrementar €l contador, para que asi |os lanzamientos de las
iteraciones del subhilo estén sincronizados con los comienzos de los intervalos en
tiempo real.

5.2.2.2.4 ObjetodeUsuario“Recorre Matriz Steps”.

El blogue “Recorre Matriz Steps’ es de fundamental comprensién, porque su
disefio se repite en otros cuatro blogque funcionales del Modulo Interfaz. Inicialmente se
ha implementado interconectando varios iconos con lineas de datos, y después se ha
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optado por agrupar todos los iconos en un Objeto de Usuario y se ha elegido el nombre
“Recorre Matriz Steps’.
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Fig.58 Objeto de Usuario “Recorre Matriz Steps”.

Esta basado en uno de los objetos que ofrece nuestra herramienta software
[lamado Get_Value, que tiene como entradas la tabla auxiliar que contiene la progresion
aritmética y un indice, x. El icono ofrece a su sdida e elemento de la tabla
correspondiente a dicho indice, que se mostrara en un display Ilamado “Préximo
intervalo a detectar”. Este bloque servird por tanto para recorrer esta tabla, a medida que
el indice que sefida a elemento vaya variando. El blogue “Recorre Matriz Steps’
ademas incluye una variable de tipo Real cuyo valor por defecto se determina —1,
accediendo a las propiedades del icono. Esta variable Real pasa por € icono Formula,
donde se incrementa el nimero real en una unidad.

La salida de Férmula, por un lado realimenta la entrada de la variable de tipo
Real, para que actualice su valor. Por otro lado, es el indice de entrada a Get_Value, por
eso se fija ese valor por defecto de la variable Real, para que en primer lugar se acceda
a elemento O de la tabla y no se acceda por error a segundo, ya que las tablas de
tamarfio n, numeran sus elementos usando los indices desde el 0 a n-1.

El primer valor que aparece por tanto en el indicador “Préximo intervalo a
detectar” es e primer valor de la progresion, 1. Cuando se inicia la gecucion del
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programa, For Count empezard desde cero a contar, y cuando se incrementa en una
unidad, ya alcanza el valor amacenado en el indicador “Préximo intervalo a detectar”.
El comparador activara su salida Then porque se cumple la condicion de comparacion.

Al activarse la salida Then del comparador, ésta es entrada del blogque “Recorre
Matriz Steps’, que sirve de sefid de control de la variable Real y de Get Value.
Entonces, la variable de tipo Real actualiza su contenido con €l valor de la sefia que le
realimentaba desde la salida de la Férmula, que es justamente € valor del indice del
ultimo elemento accedido. Real se ha actualizado, pasa por la Férmulay se incrementa
en un valor mas, dando ahora el valor del indice del siguiente elemento a que hay que
acceder. Como también se activa la entrada de control de Get_Value, € blogue reaiza
una nueva operacion, sacando a su salida € siguiente elemento de la tabla de tiempo
auxiliar, por lo que se actualiza el instante del indicador “Proximo intervalo a detectar”,
prepardndose el Modulo Interfaz para la deteccion de la llegada del siguiente intervalo.
De nuevo, cuando CLK alcance este valor, se daréa la condicion del comparador y se
activard THEN, repitiendo asi sucesivamente la actualizacion del indice del elemento a
leer y la sdlida del valor a indicador “Préximo intervalo a detectar”, asi se
implementara el proceso de deteccion los instantes iniciales de todos los intervalos del
Proceso Ccriogénico.

También afladimos el blogue “Correcion Overflow” dentro de “Recorre Matriz
Steps’, que compara la variable NumElementTabla con e valor de la variable de tipo
Real, para que el indice con el que Get_Value accede a la tabla de tiempos no salga de
rango y haga una operacion no valida intentando acceder a elementos que no existen
porque ya se ha accedido a todos |os existentes.

Se impone la condicion Real < (NumElementTabla). Al cumplirse la condicién,
la salida del comparador activa la sefia de control de la Formula, por lo que activa €
funcionamiento de ese bloque, y cuando deje de cumplirse, no activara la sefia de
control por lo que Formula no funcionara masy no se volvera aincrementar €l indice de
Get_Vaue.

5.2.2.3 Actualizacion de valores de salida.

Cada vez que se activa € pin Then del icono If/Then/Else, se lanza una nueva
iteracion del subhilo. Esto supone e comienzo de un nuevo intervalo, por lo que las
salidas del Madulo Interfaz deben actualizarse. Estos valores de salida son:

v' Instanteinicial del intervalo.

v' Instante final del intervalo.

v' Temperaturainicia del intervalo.

v' Temperaturafinal del intervalo.
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v" Concentracion del intervalo.

Estos valores se consiguen actualizar en la salida del Modulo Intefaz, gracias a
gue el pin Then sirve de pin de control de los User Objects “Recorre Matriz Tiempo” y
“Recorre Temperaturas y Concentracion”.

Cuando se inicia la gecucion del programa, € icono For Count del Médulo
Interfaz empezara desde cero a contar, y cuando alcance el valor almacenado en el
indicador “Proximo intervalo a detectar”, el comparador activara su salida THEN
porque se cumple la condicién de comparacion. Esta sefiadl THEN sirve de entrada a
bloque de “Recorre Matriz Steps’, que actualiza el valor del indicador con el siguiente
punto de latabla auxiliar, asi sucesivamente hasta que se llegue a final del proceso.

THEN también sirve de entrada a los bloques “Recorre Matriz Tiempo” y
“Recorre Temperaturas y Concentracion”, que tienen el mismo funcionamiento que
“Recorre Matriz Steps’, en cada iteracion van actualizando el valor de su salida,
recorriendo sucesivamente |as tablas de tiempo en minutosy las tablas de temperaturay
concentraci ones respectivamente.

5.2.2.3.1 ObjetodeUsuario“Recorre Matriz Tiempo”.

El blogue “Recorre Matriz Tiempo” se activa cada vez que se detecta €l instante
deinicio de un nuevo intervalo, y activaa su vez los dos bloques que engloba: “ Recorre
Matriz Tiempo inicial” y “Recorre Matriz Tiempo final”. Cada uno de estos pequefios
bloques, respectivamente mostrara en minutos el punto de temporizacién que sirve de
instante inicial del intervalo que acaba de comenzar y el punto de temporizacién, en e
gue se espera que termine €l intervalo que acaba de comenzar. De modo que a la salida
del bloque “Recorre Matriz Tiempo” se dispone de dos indicadores alfanumeéricos,
“Instante Inicial Intervalo” y “Instante Final Intervalo”, que se actualizan con €l valor de
los instantes de tiempo que delimitan el nuevo intervalo que ha comenzado.

Entre ambos puntos podemos definir un intervalo en el que la concentracion se
mantendra constante y la temperatura sera e resultado de interpolar entre las
temperaturas asociadas a esos dos instantes significativos.

Estas salidas del bloque “Recorre Matriz Tiempo” seran de gran utilidad para el
siguiente Médulo Muestreo, que necesita conocer la duracion del intervalo, para
construir la recta que interpola las temperaturas asociadas a esos dos instantes de
tiempo.

5.2.2.3.1.1 ObjetodeUsuario“RecorreMatriz Tiempo inicial”.

Es un bloque idéntico a “Recorre Matriz Steps’: contiene un icono Get_Value,
una variable de tipo Real, un objeto Formula y un comparador para la correccion del
overflow.

Este comparador es una simple redundancia del mecanismo de seguridad, porque
controlando €l error de desbordamiento en “ Recorre Matriz Steps’, el problema esta
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solucionado. “ Recorre Matriz Steps’ es el blogue que proporciona valores que activan
el Comparador, y éste a su vez es € que activa a “Recorre Matriz Tiempo”, con lo cua
el mecanismo inicial de control de overflow en el bloque “ Recorre Matriz Steps’, hace
gue éste ya no se active més y por tanto no se produzcan mas operaciones en los
bloques sucesivos que dependen de sus salidas.

Cada vez que se produce una igualdad entre “Proximo intervalo a detectar” y
“CLK” (display del contador ForCount 1, que genera el sincronismo del sistema), €l
comparador activa la salida THEN, que entre otros Objetos de Usuario, activa éste
también. Se activan € icono Get_Valuey la variable Real de “Recorre Matriz Tiempo
inicial”. Cuando se produce la Ultima igualdad entre “Préximo intervalo a detectar” y
“CLK", esporque se ha llegado a detectar el punto de temporizacion que indicafinal de
enfriamiento, y entonces aungue se activa la sefial THEN, no tiene efecto porque en €
Maodulo Interfaz For Count se detiene, deteniendo asi la gecucion del programa. Por
tanto el bloque “Recorre Matriz Tiempo inicial” saca todos los valores de la tabla de
tiempos, salvo & ultimo, que es justo o que queremos, puesto que € dltimo punto de
temporizacion, por coincidir con el fin del enfriamiento, no es € instante inicial de
ningun intervalo del perfil de criogenizacion.

5.2.2.3.1.2 ObjetodeUsuario “RecorreMatriz Tiempo final”.

“Recorre Matriz Tiempo final” es un bloque idéntico a “Recorre Matriz Steps’,
con un bloque Get Value, una variable de tipo Real, un blogque Formula y un
comparador parala correccion del overflow (desbordamiento), con la salvedad de que la
variable Rea fija su valor por defecto a O, para que se acceda por primera vez a
elemento de indice 1 de la tabla de tiempo en minutos, ya que € primer punto de la
tabla no interesa, porque no vaa ser €l instante final de ningun intervalo.

Al tener el indice un nimero mayor que el del blogue “Recorre Matriz Tiempo
inicia”, cuando se detecta el punto de temporizacion n, sincronamente el bloque
“Recorre Matriz Tiempo inicial” muestra como instante inicial de intervalo el punto de
temporizacion ny € bloque “Recorre Matriz Tiempo final” muestra como instante final
del intervalo el punto de temporizacion n+1. Asi queda delimitado el intervalo n.
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Fig.59. Objeto de Usuario “Recorre Matriz Tiempo”.

5.2.2.3.2 ObjetodeUsuario“Recorre Temperaturasy Concentracion”.

El Objeto de Usuario “Recorre Temperaturas y Concentracion” engloba a su vez
tres Objetos de Usuario Ilamados “ Recorre Concentracién”, “Recorre Temperaturas (i)”
y “Recorre Temperaturas (i)”.

5.2.2.3.2.1 Objetos“Recorre Concentracion” y “Recorre Temperaturas(i).

Los bloques Ilamados “Recorre Concentracion” y “Recorre Temperaturas (i)”
tienen igual arquitecturay ambos reciben THEN como entrada de control.

La diferencia es que “Recorre Concentracion” tiene como entrada de datos la
Tabla de Concentraciones, y al llegar e punto de temporizacion n, saca al display de su
salida la concentracion asociada al intervalo que acaba de comenzar (intervalo entre los
instantes ny n+1). Esta concentracion sera entrada del Médulo Caudal.

“Recorre Temperaturas (i) tiene como entrada de datos la tabla de

Temperaturas. Al llegar el punto de temporizacion n, saca a su salida la temperatura n
asociada a ese instante, que sera entrada del Modulo Muestreo.
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5.2.2.3.2.2 Objeto “Recorre Temperaturas(ii).

“Recorre Temperaturas y Concentracion” incluye también un blogue llamado
“Recorre Temperaturas (ii)” de igual arquitectura, que también recibe THEN como
entrada de control.

“Recorre Temperaturas (ii)” tiene como entrada de datos la tabla de
Temperaturas, la diferencia respecto a “Recorre Temperaturas (i)” es que a llegar €
punto de temporizacién n, saca a su salida la temperatura asociada a instante n+1, que
sera entrada del Modulo Muestreo.

Finalmente, en la siguiente figura se esquematiza el funcionamiento del Objeto
de Usuario “Recorre Temperaturas y Concentracion”. Cada vez que se activa la salida
Then del comparador, en tiempo real se ha llegado a instante de inicio de un nuevo
intervalo n, olo que esigual, se ha detectado la llegada del punto de temporizacién n,
que fue introducido por € usuario en la tabla de tiempos que sirve de entrada a la
aplicacion.

“Recorre Temperaturas y Concentracion”

. 1

En el instante de deteccion del punto de temporizacion n

“Recorre Temperaturas (i)” “Recorre Temperaturas (i) | “Recorre Concentracion” )
Muestra valor de|Muestra valor de|Muestra valor de la CONCENTRACION
TEMPERATURA n TEMPERATURA n+1 del INTERVALO (n,n+1)
1yl 1yl
— | TEMPERATURA INIGIAL DEL INTERVALO | || | —| TEMPERATURAFINAL DEL INTERVALO |
16 10

Se interpolan
para formar recta de temperaturas del intervalo n

. 1

Fig. 60 Esgquema conceptual del Objeto “ Recorre Temperaturas'y Concentracion”.
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52.3 IMPLEMENTACION DEL MODULO MUESTREO.

La duracion total del perfil de criopreservacion puede descomponerse en una
serie de intervalos temporal es contiguos, cada uno caracterizado por una concentracion
constante y por un comportamiento lineal de latemperatura, entre un valor inicial y uno
final. Los intervalos se diferencian entre si porque tienen distinto valor de la
concentracion y distinta velocidad de enfriamiento (0 en otras paabras, distinta
pendiente para la recta que representa la temperatura frente a tiempo que dura €
intervalo). Los intervalos se delimitan por un instante inicial y un instante final,
[lamados puntos de temporizacién. El punto de temporizacion final de un intervalo sirve
de punto de temporizacion inicial del siguiente.

En e Mo&dulo Muestreo se consigue una visién simplificada del perfil de
criopreservacion porgue no se ve el comportamiento deseado para la disolucion en la
duracion total del experimento, sino que se tiene una version reducida del problema, ya
gue aislaun intervalo del intervalo anterior y del posterior.

El e Mdédulo Muestreo solo se trabgja con € intervalo en €l que se encuentra el
experimento en tiempo real. Se representa su velocidad concreta de enfriamiento
mediante la recta de temperaturas que se construye entre el valor inicia y € fina de
temperaturas especificadas para ese interval o en las tablas de entrada.

La idea de descomponer el perfil de criopreservacion en intervalos surge para
facilitar €l tratamiento de una funcion de la temperatura frente a tiempo que no es
homogénea sino que puede estar formada por una multitud de tramos, cada uno con una
pendiente diferente y con una duracion distinta. Al tener un Médulo Interfaz que detecta
el inicio de cada intervalo, en ese instante se leen los valores de Instante inicial del
intervalo, Instante final del intervalo, Temperatura inicial del intervalo y Temperatura
final del intervalo (ver figura 61, pagina 5-39), y estos datos de interés del nuevo
intervalo son los Unicos que se le facilitan a Mdédulo Muestreo de todos los datos
disponibles en las tablas de entrada al programa.

De modo que el Médulo Muestreo solo percibe la informacion concerniente a
nuevo intervalo, sin que se le facilite datos relativos a resto del proceso criogénico. De
esta forma, se ha reducido a un sencillo tratamiento de una recta el compleo problema
de tratar con de una funcién irregular Ilena de cambios de pendiente y que no se gjusta a
ninguna formulacion matematica compacta, ya que € nimero de tramos y la duracion
de los mismos no son constantes de la aplicacién y pueden tomar valores distintos en
cada experimento.

La mision del médulo es construir la gréfica que representa la velocidad de
enfriamiento durante el intervalo que estd transcurriendo en tiempo real. Para €llo,
construye una recta interpolando entre la Temperatura inicia del intervalo y la
Temperatura final del intervalo, ver figura 62, pagina 5-39. Después muestrea larectay
se consigue una coleccién de puntos discretos que ird recorriendo sucesivamente para
sacar cadavez el valor de un Unico punto por la salida de datos del Modulo Muestreo.
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Fig. 61 Datos del perfil de criopreservacion facilitados al Médulo Muestreo.

— }{‘r*'l'-race |..|

Ternperatura n - | =S
5
14
13
12

1 11 =
Ternperatura ne1

T NAMme

1| |»]

Inztante n 10 Inztarte n+1

INTERVALO n

Fig. 62 Recta de temperaturas en tiempo real de cada intervalo.

5.2.3.1 Limitacionesdelatarjeta de adquisicion de datos.

La necesidad del muestreo surge ante laimposibilidad de que el sistematengaun
tiempo de respuesta nulo y sea capaz de egecutar las acciones de control
correspondientes  a infinitos puntos de temperatura, que se encuentran
infinitesimalmente juntos. El tiempo de establecimiento de la sefid de tension en los
canales analdgicos de la tarjeta de adquisicion de datos y la inercia inherente a las
bombas peristélticas limitan el tiempo de respuesta del sistema.
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Existe otra importante razon para haber decidido muestrear la funcion de la
temperatura. Surge la necesidad de muestreo por las caracteristicas de la tarjeta de
adquisicion de datos, que no esta dotada de la llamada capacidad de operacion continua.
Esto quiere decir que los canales analdgicos de salida no pueden recibir una forma de
onda para transmitirla anal 6gicamente por los canales, sino que solo admiten un valor
discreto y puntual. De nuevo un mecanismo software puede suplir una carencia
hardware de | os sistemas fisicos que se emplean en los montajes y prototipos.

5.2.3.2 Frecuencia de muestr eo.

En primer lugar se ha de fijar una frecuencia de muestreo, cuyo inverso es €
periodo de muestreo. Cada un tiempo igual a periodo de muestreo se captura un valor
discreto de la funcion continua que representa la temperatura frente a tiempo durante
un intervalo. Este valor capturado se debe mostrar en la salida del Médulo Muestreo,
para que sirva como dato de temperatura en el cdlculo de los caudales de las bombas.

Sefijael periodo de muestreo a Tmuesreo=0.1 minuto. Teniendo en cuenta que los
experimentos de criogenizaciéon pueden durar desde treinta minutos hasta horas, un
cambio de temperatura cada 6 segundos es suficientemente preciso para hacer un
enfriamiento lineal en el que la disolucion no sufra cambios abruptos en la temperatura
que pudieran dafiar los tejidos del corazdn. En las pruebas que se realizan con diversos
valores para supervisar el disefio de la aplicacién, se encuentran multitud de casos en
los que los valores muestreados contiguos solo se diferencian entre si por la centésima,
por lo cua una actualizacion cada 6 segundos resulta suficiente para hacer un
seguimiento fiel de larecta de temperaturas del intervalo.

Por otra parte, 6 segundos es tiempo suficiente para que la respuesta del sistema
ocurra. El periodo de muestreo elegido permite que a cambiar los valores de salida de
la aplicacién, exista tiempo suficiente para que antes de que se produzca un nuevo
cambio, se estabilicen los valores de tension de los canales analégicos de la tarjeta de
adquisicién de datos y las bombas peristalticas superen su inercia'y puedan cambiar la
velocidad de su motor, tal y como indiquen las tensiones de control de flujo que reciben
de la tarjeta. Por otro lado se cumple sobradamente otra limitacion de la tarjeta de
adquisicién de datos empleada, que exige que e dato se mantenga al menos 0.5
segundos antes de que & canal anal égico saque €l valor.

5.2.3.3 Procedimiento de muestr eo.

El Médulo Muestreo solo percibe la informacion concerniente al intervalo en e
gue se encuentra en tiempo real la evolucion del proceso criogénico. De esta forma e
Modulo Muestreo se aisla del perfil completo, para atender solamente a
comportamiento que se demanda a la disolucion durante los instantes que dura €l
presente intervalo. Este comportamiento se define como una concentracion de valor
constante y una temperatura que es una recta en funcion del tiempo, con pendiente
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negativa porque se desea una disolucién cada vez més fria y trazada entre un valor
inicial y un valor final.

Cuando se actualizan las entradas del Modulo Muestreo, se construye una nueva
rectay se muestra gréficamente en un icono con capacidad de representaciones graficas
detipo XY Trace, como se puede ver en lafigurafigura 64, de la pagina 5-42.

Esta gréfica es € resultado de tomar del perfil de criopreservacion solo el tramo
de funcion correspondiente a un intervalo, por lo que tiene una forma de linea recta,
entreun valor inicia y final.

v Este concepto de tratar cada intervalo aisladamente sin preocuparse de los
pardmetros que caractericen al resto del perfil, se comprende mejor viendo la
figura 64, de la pagina 5-42, en la que se muestra un gemplo. Cuando el
programa alcanza en tiempo real € instante t = 9 minutos, comienza un
nuevo intervalo que se ha sefidado con una flecha en e perfil de
criopreservacion. En ese instante el Modulo Caudal recibe los datos de
Temperatura Inicial del Intervalo = 0.5y Temperatura Inicial del Intervalo =
-1. Construye la gréfica que recoge tan sdlo € comportamiento de la
temperatura de ese intervalo, siendo unarecta entre 0.5°C y —1°C.

Una vez construida la recta, €l siguiente paso consiste en muestrearla con un
icono de tipo ramp(numElem, start, stop). Este objeto presenta una entrada para el valor
inicial (start) que se une con € indicador “Temperatura Inicial del Intervalo” y una
entrada para el valor final (stop) que se conecta con “Temperatura Final del Intervalo”.
De estaforma, €l objeto conoce el valor inicial y final entre los que debe interpolar para
construir larecta.

= ramp(numEIe-m,start,stupj =

1 numElem | frampinumElem, start, stop)
1 start Result 1
1 stop

Fig.63 Icono gque construye unarectay la muestrea.

El objeto tiene una tercera entrada (numElem) por donde lee €l dato del nimero
de puntos que se desea extraer de la recta continua que construya. El icono muestrea la
recta, obtiene el nimero de puntos que se indique y coloca los vaores en un display que
se encuentra conectado a su salida (Result). El objeto, teniendo en cuenta €l nimero de
puntos que se le ha especificado que debe extraer del muestreo, equiespacia los valores
gue toma de la recta de modo que resulten tantos puntos muestreados como se deseaba.
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Fig.64 Gréfica construida por el Modulo Muestreo en el cuarto intervalo del
experimento.

El nimero de puntos que se toman en la recta no es una constante para todos los
intervalos, ya que los intervalos pueden ser de cualquier duracion. Tener 10 puntos
muestreados de la recta de temperaturas de un intervalo que dura 1 minuto puede ser
suficiente, pero tener solo 10 puntos de la recta que representa el comportamiento de la
temperatura durante un intervalo que dura 30 minutos puede suponer una importante
pérdida de informacion. Ademas supondria que en el primer intervalo se usa un periodo
de muestreo menor (por tanto una frecuencia mayor) que en e segundo intervalo, 1o
cual no es en absoluto deseable porque se pretende tener el mismo valor de lafrecuencia
de muestreo durante todo el experimento para conseguir un funcionamiento homogéneo
de la maguina, de modo que cada cierto tiempo Tmuesreo S€ actualicen las tensiones de
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los canales analégicos y por tanto los caudales que proporcionan las bombas y las
condiciones resultantes de la disolucién.

Por tanto es necesario idear un mecanismo flexible que adecue e nimero de
puntos muestreados a la duracion del intervalo y no sea un valor fijo e invariable para
todos los intervalos. Garantizando que el nUmero de puntos de muestreo se adapte ala
duracién del intervalo, se consigue tener una frecuencia de muestreo constante durante
toda la duracion del enfriamiento criogénico.

Deseamos actualizar las salidas de la méquina de Langendorff cada Tmyesreo, €S
decir, cada un tiempo igual a 0.1 minutos (6 segundos), por tanto para que el sistema
funcione en tiempo real se muestrea con esa misma tasay dada la vertiginosa velocidad
de procesamiento de HP VEE, los valores anal 6gicos que salen por los canales cada 6
segundos, se corresponden con e valor de temperatura que se muestrea cada 6
segundos.

A la entrada del Médulo Caudal se encuentran como entradas los valores
actualizados de Instante Inicial del Intervalo e Instante Final del Intervalo. Se fuerza a
que sean las entradas B y A respectivamente de un objeto de tipo Formula que
renombramos “ duracién interval o/trespuesta’.

— | duracidn intervalofrespuesta | « |

1A
- ||:A-E|:|m.nu1 pesult I
1

Fig.65 Icono que calcula e nimero de puntos de muestreo.

En este objeto se restan € instante final y € inicial, con lo que (A-B) resulta la
duracién del intervalo en minutos. Si se desea un punto muestreado cada 0.1 minuto y €
intervalo dura (A-B) minutos, el nimero de puntos que se pueden extraer de la recta
continua es [(A-B) / 0.1] puntos.

No existe problema alguno si el resultado de la operacion es un nimero decimal,
porque el objeto de tipo ramp(numElem, start, stop) redondea &l dato a entero inferior
y no lo interpreta como error. De todas formas, a ser tan extensa la duracion de los
experimentos de enfriamiento criogénico, los puntos de temporizacion suelen ser
nimeros enteros (los cambios de velocidad de enfriamiento se producen en el instante
de tiempo t = 2 minutos, t = 17 minutos, etc... seria también posible realizar los
cambiosent = 2.1 minutos o t = 16.9 minutos, por ejemplo, pero es menos frecuente en
un experimento que puede durar hasta tres horas). Una resta de un nimero entero menos
otro nimero también entero y menor, siempre da como resultado un nimero entero
positivo. Este nimero ademas se multiplica por 10, asi es que finalmente el nimero de
puntos de muestreo resulta un valor entero positivo, por 1o que no se perderia precision
en € tiempo por redondeo en el nimero de puntos en €l objeto ramp(numElem, start,
stop).
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Fig. 66 Parte de los iconos que intervienen en el muestreo de la recta de temperaturas.

5.2.3.4 Generacion deun reloj local.

Una vez que se dispone en la salida del icono ramp(numElem, start, stop) de la
coleccion de puntos discretos, resultado de haber muestreado la recta que define €l
comportamiento de la temperatura de la disolucién durante €l presente intervalo, habra
que ir recorriendo secuencialmente la tabla de valores mostrados en el indicador y
colocar uno a uno los datos en la salida del Médulo Muestreo cada 6 segundos.

Es e momento crucial en el que surge la necesidad de mecanismos de medicion
del tiempo en un sistema cuya tarjeta de adquisicion de datos esta desprovista de
cualquier reloj, temporizador o contador. La programacién aparece como Unica
herramienta posible en la que apoyarse para resolver el problema de la medicién del
tiempo.

Tras un estudio detalado de los objetos de los que la herramienta de
programacion visual HP VEE 5.01 dispone, se encuentra €l icono de tipo For Count
como Unica posibilidad para emular € funcionamiento de un reloj en € sistema. Este
objeto activa su pin de salida de datos el nimero de veces que se le especifique. Se
configura con un valor méximo N y al igual que un contador digital hardware, se
incrementa de 1 en 1, con cierta frecuencia, comenzando su cuentaen O y se detiene a
alcanzar el valor N-1. Esta frecuencia serd de vital importancia para calibrar una
constante de equivalencia que haga funcionar la maguina en tiempo real. Cada vez que
se incrementa su valor, activa su pin de salida de datos. Por tanto es e Unico elemento
dindmico existente en el entorno de programacion, que puede incrementarse a un ritmo
constante y no se detendria a menos que llegase a su valor maximo programado, por 1o
que redne dos caracteristicas fundamentales del funcionamiento de un reloj: lamétricay
la capacidad de no detenerse.

Es necesario introducir €l concepto de step. Un contador parte del valor ceroy se

va incrementando de una en una unidad. En Electronica Digital, cada una de estas
unidades recibe el nombre de step.
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El procedimiento consiste en observar en e ordenador de la maguina de
Langendorff hasta qué nimero se incrementa un contador en 1 minuto, que medimos
externamente con la ayuda de un crondmetro. Asi se obtiene una sencilla equivalencia
entre el tiempo real y los pasos (steps) que recorre un contador, siendo 300.000 €l
nimero que steps que se leen en un contador a pasar 60 segundos. Entonces, se puede
cambiar la referencia de las medidas temporales, y en lugar de usar como unidad los
segundos, se usard una nueva unidad: e step, siendo € coeficiente de equivalencia
300k. Se usara por tanto un contador como reloj local del Médulo M uestreo.

EQUI VALENCI A:

60 SEGUNDCS= 3*10° STEPS EN UN COUNTER

Fig.67 Constante de equivalencia para calibrar el funcionamiento en tiempo real.

5.2.3.4.1 Fundamento dela generacion deun reloj local.

La idea genera que se sigue es la siguiente. Para conseguir que cada vez que
pasen 0.1 minutos salga un nuevo valor de temperaturas por la salida del Médulo
Muestreo, tan solo se requiere saber medir 0.1 minutos en el sistema. Para esta medicién
Se requieren dos elementos:

v' Un contador que funciona como reloj local, que se inicidiza a 0 y se
incrementa continuamente, terminando de contar cuando concluya la
duracion del intervalo.

v"Un bloque iterativo que vaya sefialando qué valor alcanza € reloj local cada
vez que transcurren 0.1 minutos.

Comparando ambos valores, cada vez gque se de una igualdad significa que han
transcurrido 0.1 minutos y es el momento de poner un nuevo valor muestreado en la
salida de temperatura del Modulo Muestreo.

5.2.3.4.2 Objeto Contador.

A la entrada del Modulo Caudal se encuentran como entradas los valores
actualizados de Instante Inicial del Intervalo e Instante Final del Intervalo. Se fuerza a
que sean las entradas B y A respectivamente de un objeto de tipo Formula que
renombramos “DURACION INTERVALO EN STEPS’. La constante de equivalencia,
de valor 300K se conecta a la entrada C de datos. De nuevo la operacion (A-B) es la
duracion en minutos del intervalo presente. Al multiplicar por C, en la salida de datos
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del icono (Result) se tiene la duracion del intervalo en la nueva unidad que hemos
[lamado step.

Este valor calculado sirve de entrada a icono For Count que sirve de base para
el disefio ddl reloj local. El contador se programa con la duracion del intervalo en steps
como valor maximo de sus operaciones de autoincremento.

Por tanto, cada vez que se llega a instante de inicio de un nuevo intervalo, como
el Mddulo Interfaz proporciona en tiempo real los valores del tiempo inicia y final que
acotan € intervalo, & icono “DURACION INTERVALO EN STEPS' se activa
actualizando el valor de su salida, y por tanto el contador seinicializaa 0y comienzade
nuevo aincrementarse hasta € nuevo valor programado como duracién del intervalo en

steps.
Al haber gjustado la constante de equivalencia, se garantiza que €l objeto For

Count pare de contar cuando realmente ha transcurrido la duracion del intervalo en
minutos.

— | DURACION INTERVALO EN STEPS | |

—_ FDrEDunt
1A [A-BIFC _l—lil
1 B Fesult (—1 300000 1
| C -

Fig. 68 Iconos participantes en laemulacion del reloj local.

Con la programacion descrita conseguimos tener en e Médulo Muestreo un
objeto que funciona como reloj local: e icono For Count se incrementard y funcionara
sin detenerse, desde e momento en que comienza €l intervalo, a ser activado por un
cambio en los valores que pasa el Modulo Interfaz, hasta e momento en que acaba €l
intervalo, por haberse programado con un valor méximo equivalente a la duracion del
intervalo.

Por tanto gracias a For Count se tiene una medida de la duracion total del
intervalo y un objeto que detecta el principio y avisa del fin de cada intervalo en tiempo
real. Ahora es necesario un mecanismo que avise cada vez que transcurran 6 segundos,
unavez que ha comenzado €l intervalo, por o que seidea el siguiente bucle iterativo.

5.2.3.4.3 Bloqueiterativo.

Se tiene un icono de tipo Data Real que se renombra como Real2 y se configura
como constante de valor —0.1. Cuando se activa el icono “DURACION INTERVALO
EN STEPS’, su pin de secuencia de salida estd conectado a pin de secuencia de
entrada del objeto Gate. Al activarse el pin de secuencia de entrada del icono Gate, €l
valor que tiene a su entrada, Real 2, |0 coloca a su salida.
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Fig.69 Bucle que detecta el paso de 0.1 minutos en tiempo real.

El icono JCT funciona colocando en su salida Data el valor de laentrada A o B
que se active antes. Como se acaba de activar € icono “DURACION INTERVALO EN
STEPS’, acaba de comenzar un nuevo intervalo y se trata de la primera iteracion del
bucle, por lo que Real1 alin no se activado y llega antes €l valor de Real2 a objeto JCT,
saliendo por tanto por su salida. Real2 atraviesa el icono JCT y entra en € siguiente
objeto que encuentra en € diagrama de flujo, un objeto de Tipo Férmula. En este objeto
se le suma 0.1, resultando un valor nulo, que se mostraria en un indicador alfanumérico
1 situado en la salida Result del objeto Férmula. El siguiente paso es atravesar otra
Férmula en la que se somete a una multiplicacion por una entrada llamada B, y que
estara alimentada por €l valor de la constante de equivalencia, 300k. El resultado de
esta operacion es recogido por otro indicador alfanumérico 2.

El valor mostrado en el indicador alfanumérico 1 es el instante de tiempo en el
que se encuentra €l intervalo, si consideramos e instante O como principio del mismo.
Este indicador ird recorriendo valores de tiempo, incrementandose de 0.1 en 0.1
minutos, hasta llegar a valer un tiempo igua ala duracion de intervalo en minutos. El
indicador alfanumérico 2 muestra ese mismo instante de tiempo pero medido en la
nueva unidad definida como step.

El valor que se muestra en e indicador afanumérico 1 realimenta el bucle,
sirviendo de entrada a la variable Reall. A este objeto Reall se le ha aiadido una
entrada adicional de datos, para que su valor se fije desde un icono exterior, tomando en
este caso €l valor cero. Ahora sera Reall quien atraviese €l icono JCT, ya que Real2
solo consigue atravesar € objeto Gate en la primera iteracion porque que sblo en €
momento en que se inicia € intervalo se activa el icono “DURACION INTERVALO
EN STEPS’ que controlaasu vez el objeto Gate.

Tras atravesar €l icono JCT, el valor nulo que puso en la linea de datos la
variable Real1 es actualizado en el icono Férmula, que lo incrementa en 0.1. De nuevo
este valor se muestra en el indicador alfanumérico 1, indicando asi que han pasado 0.1
minutos desde €l inicio del nuevo intervalo. Este valor atraviesa el otro icono Formulay
se convierte de un valor en minutos a un valor medido en steps.
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Esto ocurrird sucesivamente, hasta que se detenga For Count, se actualicen de
nuevo los valores y comience el mismo ciclo descrito para el siguiente intervalo.

5.2.3.4.4 Comparador.

Descrito € funcionamiento del icono For Count como reloj local y el
funcionamiento del bucle iterativo, se introduce la idea de emplear un objeto de tipo
Comparador. Este objeto se emplea para que compare constantemente el valor del icono
For Count, que sirve de reloj local, con € instante de tiempo medido en steps que
muestra el indicador alfanumérico 2. Cuando se da la igualdad a comparar, es que €
tiempo ha transcurrido en €l reloj local hasta llegar a instante que marca el indicador 2
en steps (o el indicador 1 en minutos), por tanto ha pasado una fraccién de 0.1 minutos
y es el momento de acceder a un valor de latabla de puntos muestreados y ponerlo en la
salida de datos del Médulo Muestreo.

Cada vez que se da una igualdad en la comparacion, la salida Then del
comparador activa un icono Get Values, que recibe |a tabla de puntos muestreados en su
entrada vectorial Ary y el nUmero del elemento a que se desea acceder en su entrada x.
La salida de interés es la linea SubAry, donde aparece €l elemento de la tabla de puntos
muestreados que se direccionaba con ese indice. La entrada de la variable x también
estara controlada por un bucle que va iterando e incrementando su valor, desde 0 hasta
el nimero de puntos muestreados que se calcul 6, teniendo en cuenta que la variable X no
puede desbordar su valor porque se intentarian hacer accesos no validos a registro de
puntos muestreados, tratando de recoger datos direccionados con un indice que no
existe en lastablas. (Ver figura 70, pagina 5-49).

El funcionamiento en tiempo real del sistema queda garantizado porque €
Modulo Interfaz proporciona sus salidas justo en el instante en € que comienza un
nuevo intervalo, por lo que e Mddulo Muestreo recibe sus entradas y permanece
sincronizado gracias a Médulo Interfaz. El procesamiento necesario para construir la
recta y muestrearla es instantdneo y se dispone de la lista de valores con tiempo
suficiente para que se pueda acceder aellos en e instante adecuado.

La operacion de calcular la duracion del intervalo en steps es instanténea, asi
como que & For Count se cargue con ese vaor, por lo que tan pronto como se
actualizan las entradas del Modulo Muestreo, comienza a funcionar € reloj local y
bucle iterativo ird cargando sucesivos valores para que cuando la cuenta de For Count
alcance esos valores, se extraiga un nuevo dato de temperatura y se disponga en la
salida. Todas las operaciones de HP VEE ocurren en un tiempo inapreciable, por 1o que
lo Unico que se extiende en el tiempo es la cuenta del icono For Count, garantizando asi
gue todos los valores muestreados desfilan por la salida en un tiempo igua a de la
duracion total del intervalo.

Cuando por la salida del Modulo Muestreo han pasado todos los valores
muestreados, €l reloj local ha alcanzado e valor méximo de su cuenta, que coincide con
la duracion del intervalo en steps. En ese momento acaban las iteraciones del Modulo
Muestreo correspondientes a un intervalo, por 1o que instantaneamente el contador del
Modulo Interfaz se incrementa en una unidad y se actualizan los valores de Instante
inicial del intervalo, Instante final del intervalo, Temperatura inicia del intervalo y
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Temperatura final del intervalo. De este modo se da paso en tiempo real al comienzo de
un nuevo intervalo y se activa de nuevo e Moédulo Muestreo. En resumen, las
operaciones que realiza HP VEE en la aplicacion se consideran instanténeas por su
vertiginosa velocidad de procesamiento, y 1o Unico que detiene € flujo del programa
son las iteracciones que dependen del icono For Count del Modulo Muestreo, lo cual se
aprovecha paramedir el tiempo y equipararlo con el tiempo real mediante una constante
de equivalencia.

_.| Getvalues | _.|
| Type
MumbDims o
[_' y | egAn(3 467 DimSizes 1
TotSize |
[
ﬂlill = Formula =
f_l = A 'r Result
| _J
—[ et ||
—| Gate] 4] ol

— Data
ﬂl—lﬁ ¥ — B

—|CORRECION O...| - |

A =B-1 Then —
1 B | Elze Else i

Fig.70 Bucle que actualiza el indice con el que se accede alatabla de puntos
muestreados

5.2.3.4.5 Calibracioén del tiempo.

El Unico problema que aparece es que al instalar la aplicacion en un ordenador
distinto del que forma parte del prototipo de la méguina de Langendorff, es necesaria
buscar una nueva constante de equivalencia, que equipare e tiempo que transcurre en la
aplicacion con € tiempo real que se puede medir con un cronémetro. Esto es asi porque
la generacion de un reloj local no esta basada en algun elemento hardware sino en € uso
de un contador, que no es mas que un icono de un lenguaje de programacion. El
programa corre sobre un ordenador, con lo cual, la gjecucion de la aplicacién tendrd una
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velocidad distinta segun las caracteristicas del ordenador: su frecuencia interna, su
memoria disponible, € tipo de procesador, € grado de ocupacion del ordenador, la
cantidad de procesos que se estén gjecutando en paralelo, etc...

La constante de 300 k se ha determinado a calibrar un ordenador con una
frecuencia interna de 166 MHz, que es e ordenador en € que se ha instalado la tarjeta
de adquisiciéon de datos y se ha conectado con las bombas peristélticas en el montaje
hospitalario.

Para dar una idea de la variabilidad de la constante de equivalencia segun el
ordenador en el cua resida la aplicacion, se ha hecho la calibracién en un ordenador
portatil de frecuenciainterna 500 MHz, resultando una constante de valor 2 megas.

La calibracion del tiempo resulta sencilla, se trata de ir observando por gjemplo
en qué momento se refresca el valor de Instante Inicia de Intervalo, €ecutando €l
programay comparando € momento en que se refrescan las variables con el tiempo que
realmente marca un crondmetro. Por sucesivas aproximaciones se consigue determinar
una constante adecuada.

Algunos de los resultados que se consiguieron a calibrar la maquina de
Langendorff con una constante de 300k fueron los siguientes:

Cuando € indicador de Instante Inicial de Intervalo marcaba € vaor 1
minuto, el crondmetro marcaba 57 segundos.

Cuando € indicador de Instante Inicial de Intervalo marcaba € vaor 2
minutos, e crondmetro marcaba 2 minutos.

Cuando € indicador de Instante Inicia de Intervalo marcaba €l valor 3
minuto, el crondbmetro marcaba 3 minutosy 2 segundos.

Cuando € indicador de Instante Inicia de Intervalo marcaba el valor 4.5
minutos, el crondmetro marcaba 4 minutosy 37 segundos.

De igual modo se observaba que € indicador de Temperatura, que es la salida
del Modulo Muestreo cambiaba efectivamente cada 6 segundos, tal y como se
observaba con un cronémetro inicializado alavez que la gjecucién del programa.
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524 |IMPLEMENTACION DEL MODULO CAUDAL.

El M6dulo Caudal recibe en tiempo real la temperatura T y la concentracion C
gue se desea para la disolucién, segun indica el perfil de criopreservacion en cada
instante. Para tener una disolucion que cumpla tales condiciones se dispone de dos
bafios de agua de temperaturas T2 y T3, asi como de dos bafios de anticongelante de
temperaturas T1 y T4. En e Modulo Cauda se calcula el volumen necesario que hay
gue tomar de cada uno de los cuatro bafios, de manera que a mezclar las cuatro
cantidades resulte una disolucion a la temperatura y concentracion que indican las
entradas del médulo.

Eal HP VEE - mathD3.vee

File Edt “iew Debug Flow Device |/0 Data DT Datafcg Display Window Help

SISTEMA CAUDAL

a s
Ready | ‘=10l [ EEEE | Mem) [EE
Winicio|| | @ <1 1) B B 0 || Eren. | hivee | Bdivee | ByEval [[Bane . ik WL K s

Fig.71 Esquematico del Modulo Caudal.

En & disefio de la aplicacién se han empleado como valores por defecto un valor
T,= 37 °C para un bafio lleno de anticongelante, un valor T,= 37 °C para un bafio de
Ileno de agua, un valor T3= 1 °C para un bafio de aguay un valor T4=-10 °C para un
bafio de anticongel ante.

Para facilitar la nomenclatura, el liquido del bafio de temperatura T; seré extraido
por la bomba etiquetada como Bomba; |
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El sistema de cuatro ecuaciones, con incognitas f . "1=1234 que

representan el caudal que proporciona respectivamente la bomba 1, 2, 3 y 4, ya fue
descrito cualitativamente en e capitulo anterior, por lo que tan solo se reitera su
formulacion matematica:

fo+f,+f,+f, =V
T1>1‘1+T4>1‘4:(f1+f4)><T
T2>‘f2+T3>f3:(f2+f3)xT

— f1-'-1:4
fo+f,+f, +f,

El sistema de ecuaciones admite también una formulacion matricial del tipo
AxXx =D, resultando € siguiente sistema:

e 1 1 1 1 926,06 Mo
gT-Tl 0 0 T-T4;ng2;:go;
¢ o T-T, T-T, 0 Z%,7 %o~
c-1 C C C-13§f43 €0:

Resultainmediata laidentificacion delamatriz A y losvectoresb y X

e 1 1 1 16
—_gT-Tl 0 0 T-T,=
¢0 T-T, T-T, 0 2
éc-l C C C-1p
o g
x=¢2% p=C0%
G, o
5.5 S0

Por tanto la mision del Modulo Caudal para calcular € valor de los caudales que
deben proporcionar las bombas peristédlticas es resolver € sistema mediante la siguiente
operacion matricial:

X=A"
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v' En primer lugar se crealamatriz A, de dimensién 2x2 con un icono de tipo
Allocate Array, que se renombra como “Crea matriz’ y que genera una
matriz con €l nimero de filas y columnas especificados en €l icono, que
ademés tiene una opcién donde se puede elegir € valor por defecto que dara
a todos los elementos. La matriz creada se puede visualizar en el indicador
alfanumérico “MATRIZ 2x2". Se observa que HP VEE comienza a numerar
lasfilasy las columnas de una matriz de orden n, desde O hasta n-1.

MATRIZ 242 |
Crea T’n atriz I—J

Fig. 72 Creacién delamatriz A.

= MATRIZ 2:2

—
1 1] 0
- Crea matriz =l
Murm Dims 2 - =
InitWalue =] [
Ditn Size Array —
1 2
2 2

Fig.73 Objetos mostrando sus pardmetros en la creacion de una matriz.

v' A continuacién la nueva matriz creada, de dimension 2x2 y elementos
inicializados a cero, entra en un User Object llamado “PARAMETROS
(TEMPERATURA)”. Este objeto contiene cuatro iconos de tipo Formula
colocados en cascada y através de los cuales pasa la matriz secuencialmente.

En cada icono se accede a un elemento de la matriz A . Cuando la matriz
termina de recorrer este User Object se han accedido a los cuatro elementos
cuyo valor es variable porque dependen de la temperatura que se desea para
la disolucion en cada instante y de la temperatura de los distintos bafios del
montgje. La temperatura de cada uno de los bafios T1, Ty, T3 y T4 SOn
entradas del Mdédulo Caudal, asi como la temperatura T deseada para la
disolucion total.
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En € icono denotado (1,0) se accede a elemento (1,0) de la matriz para
darleel valor T - T,.

En e icono denotado (1,3) se accede a elemento (1,3) de la matriz para
darleel valor T - T,.

En e icono denotado (2,1) se accede a elemento (2,1) de la matriz para
darleel valor T- T,.

En € icono denotado (2,2) se accede a elemento (2,2) de la matriz para
darleel valor T - T,.

; -
| FARAMETROS (TEMPERATUIREA) |

——1
20— =
| BN i2,2)

Fig.74 Objeto e iconos que contiene, encargado de rellenar los valores de lamatriz A
dependientes de la temperatura.

v A continuacién, la matriz A entra en un User Object llamado
“PARAMETROS (CONCENTRACION)”. Este objeto contiene cuatro
iconos de tipo Formula colocados en cascada y através de los cuales pasa la
matriz secuencialmente. En cadaicono se accede a un elemento de la matriz
A . Cuando la matriz termina de recorrer este User Object se han accedido a
los cuatro elementos cuyo valor es variable porque dependen de la
concentracion que se desea para la disolucion en cada instante. La
concentracion es una de las entradas gque tiene el Modulo Caudal por 1o que
esun valor disponible ala hora de actualizar |os elementos de la matriz.

En € icono denotado (3,0) se accede a elemento (3,0) de la matriz para
darle el vaor C-1.

En € icono denotado (3,1) se accede a elemento (3,1) de la matriz para
darle e vaor C.

En € icono denotado (3,2) se accede a elemento (3,2) de la matriz para
darle e vaor C.

En € icono denotado (3,3) se accede a elemento (3,3) de la matriz para
darled valor C-1.
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1 = i
| PARAMETROS (COMCENTRACICR) I

(3,1 .
30—

{33

Fig.75 Objeto e iconos que contiene, encargado de rellenar los valores de lamatriz A
dependientes de la concentracion.

v A continuacion, la matriz A entraen un User Object llamado “CTE 1”. Este
objeto contiene cuatro iconos de tipo Formula colocados en cascada y a
través de los cuales pasa la matriz secuencialmente. En cadaicono se accede
aun elemento distinto de lamatriz A . Cuando la matriz termina de recorrer
este User Object, se han accedido a los cuatro elementos cuyo valor es la
unidad, porgue se corresponden con la ecuacion resultante de la
especificacion del volumen méaximo.

En e icono denotado (0,0) se accede a elemento (0,0) de la matriz para
darle el vaor 1.

En e icono denotado (0,1) se accede a elemento (0,1) de la matriz para
darle e vaor 1.

En e icono denotado (0,2) se accede a elemento (0,2) de la matriz para
darle e vaor 1.

En € icono denotado (0,3) se accede a elemento (0,3) de la matriz para
darle el valor 1.

1ICTE 1

I IIUTDI' I—I IZUT1 ] I—l IIUTEI' I—I ('3:3]' I

Fig.76 Objeto e iconos que contiene, encargado de rellenar los elementos de la
matriz A cuyo valor eslaunidad.

v Una vez rellenados todos los elementos de la matriz A, ésta pasa por un
icono de tipo Formula donde se programa la operacion inver se(x). De este

modo, alasalidadel icono se consigue tener lamatriz invertida A™*.
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v Andogamente alacreacion delamatriz A, se creael vector b con el mismo
tipo de icono, inicidizando de nuevo todos sus elementos a cero pero
variando los pardmetros relativos a tamafio, para obtener un vector de
dimensién 4x1 . Después el vector se hara pasar por un icono tipo formulaen
el que se acceda a su elemento (0,0) paraintroducir el valor del flujo maximo
admisible V, que se encuentra accesible como parametro a la entrada del
Modulo Caudal y por tanto esta disponible para actualizar el valor del
elemento correspondiente del vector. Asi queda ya completamente

configurado e vector b .

— Crea matriz =
Murm Dirns IE—;|
Initvalue | [ 0
Ditm Size Array |1
e
)

Fig.77 Creacion del vector b de dimension 4x1.

v' En este punto del programa se han rellenado los elementos tanto de la matriz
A como del vector b, de acuerdo con la formulacién matricial del sistema
de ecuaciones. Tanto la matriz como €l vector sirven de entradas aun icono
cuya funcion es la de multiplicar matrices en e orden que se indica. De
modo que como resultado, el icono matMultiply(A,B) ofrece en su salida €l

resultado del producto A™* b , que esjustamente el vector solucién X .

N
-0

X

1
ROOXQOZ,

I- -l

£
&.'..l. g o

= mathultiphe(a, B =

A |matw|u|tiplwiﬁ.ElI' Result i
1 B

Fig.78 Icono cuya funcion es la multiplicacion de matrices.
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Cada uno de los elementos del vector X se corresponde con el caudal que
debe proporcionar labomba 1, 2, 3y 4 respectivamente. Cada bomba extrae
liquido de un bafio que tiene su misma numeracion. En la aplicacion se
designa como bafio 1 aguel que contiene anticongelante a temperatura
caliente (T,= 37 °C), bafio 2 aguel que contiene agua a temperatura caliente
(To= 37 °C), bafio 3 aguel que contiene agua a temperaturafria (Ts= 1°C), y
bafio 4 aquel que contiene anticongelante atemperatura fria (T4=-10 °C).

v El resultado de la multiplicacion de matrices es el vector solucién X del
sistema de ecuaciones que se deseaba resolver. Se muestra €l valor de este
vector en un indicador alfanumérico que se dispone a la salida del icono
matMultiply(A,B). Este indicador se renombra como “Caudales’. Sirve de
entrada a cuatro iconos de tipo Get Vaue. Un objeto Get Value recibe como
entrada una matriz o vector y sirve para acceder a un elemento concreto.
Simplemente consignando dentro del objeto Get Vaue e niumero de filay
columna que identifica el elemento de interés de la matriz o vector, se tiene
el valor del elemento en lasalida

v En cada uno de los iconos Get Vaue se accede a un elemento distinto del
vector solucién, para poner cada uno de los caudales en una linea de datos
distinta, de modo que el Mddulo Caudal tenga cuatro salidas independientes,
donde cada una contiene e caudal que debe proporcionar una de las cuatro
bombas peristélticas disponibles en e montgje.

Por egjemplo el primer Get Value, tras recibir como entrada el vector X,
pone en su salida el valor del primer elemento del vector, es decir f,, que
sirve ya directamente de salida del Modulo Caudal. f , representa el caudal

gue debe proporcionar la bomba numerada como bomba 1 y conectada a
canal analdgico 0. Asi sucesivamente el resto de iconos Get Value colocaen
lineas distintas €l resto de los caudalesf,, f, y f,, correspondientes

respectivamente a las bombas numeradas como 2, 3y 4.
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LA | fmatiultiphiaB)
Iﬂl Result

Fig.79 Separacion del vector solucion en cuatro variables separadas.
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525 IMPLEMENTACION DE LA FUNCION DE TRANSFERENCIA.

Cada valor de caudal de salida del Médulo Cauda ha de convertirse en el valor
de tension correspondiente para que la bomba asociada pueda extraer flujo de su bafio
respectivo a esa tasa de mililitros por minuto. Se han redizado las medidas
experimental es suficientes para obtener la funcion de transferencia que describe €l flujo
gue proporciona una bomba peristaltica segin la tension de control analégico que
reciba. El comportamiento de la bomba se ha formulado mateméticamente con una
funcion de dos tramos:

y=J 02x-1 "x310
0.1>x "X£10

siendo y € vaor de la tensién en voltios y siendox € valor del cauda en
mililitros por minuto (ml/min).

La implementacion requiere por tanto de una comprobacién paraver si el caudal
es menor 0 no de 10 ml/minuto, con un objeto de tipo If/Then/Else. Segiin en qué caso
se encuentre el valor del caudal, se activa un icono de tipo Formula u otro. Ambos
iconos reciben € caudal en su entrada de datos A, pero sdlo uno de €ellos se activara,
aplicandole la funcion correspondiente.

El icono de tipo JCT pone en su sdida e valor de una de sus entradas, en
concreto aguella que se active antes. Como €l icono If/Then/Else solo activara un
objeto Férmula, éste serd el que atraviese el icono JCT y se establezca como valor de
tension.

Este diagrama de flujo ocurre simultaneamente para cada uno de los caudales.

Todos tienen la misma funcién de transferencia porque se usan en el disefio cuatro
bombas peristélticas iguales.

_l [ENESE | - | Ftransferencia Bamba
n=10 Then

1A 1A | 0T%A Result
Else Else =
- —|TEMSIGN BOMBAT | |

l JCT——

Ftransferencia Bamba I
1A | [02FA- Result

Fig.80 Implementacion de una funcion de transferencia a trozos.
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52.6 IMPLEMENTACION DEL MODULO SALIDA ANALOGICA.

Antes de detallar la implementacion del Modulo Salida Analégica, es necesario
recapitular y recordar la situacion en la cual se encuentra la gjecucion del programa
cuando se activa este modulo.

A la sdida del Modulo Caudal se conocen los volumenes de agua vy
anticongelante que han de mezclarse para formar una disolucion que cumpla las
caracteristicas fijadas para cada instante por € perfil de criopreservacion. Estos valores
de salida del Médulo Caudal atraviesan la funcion de transferencia de la bomba, donde
se convierten en valores de tension.

Al pasar €l vaor de los volumenes por la funcion de transferencia de la bomba
peristaltica, se calculan los niveles de tension gue deben alimentar la entrada de control
de flujo de las bombas para que efectivamente extraigan liquido de |os bafios con latasa
deseada. Una vez calculados, los valores de tensidén se convierten en las entradas del
Modulo Salida Analdgica.

La funcion del Mdédulo Salida Analdgica consiste en hacer que los canales
anal 6gicos de salida de la tarjeta de adquisicion de datos tomen los valores de tensién
que e Médulo recibe a su entrada como datos. La asociacion entre canales anal6gicos y
bombas es la siguiente: la bomba etiquetada como bombal estéa conectada a canal CHO,
la bomba2 con e cana CHL1, la bomba3 con e cana CH2 y la bomba4 con e cana
CH3.

Para cada canal analégico de salida se usa un objeto de tipo Put Single Value.
Este objeto no esta disponible en el ment de HP VEE hasta que seinstala DT VPI, que
anade los iconos y las funciones adicionales relacionadas con la adquisicion de datos.
Algunas tarjetas de adquisicion de datos, a la hora de sacar valores anal 6gicos emplean
en la programacion € objeto Put Data Panel, pero esto solo es posible s |a tarjeta esta4
dotada de la capacidad de operacion continua. La operacion continua implica que se
rellena un buffer con valores de tension asociados a un canal y la tarjeta tiene la
capacidad de poder ir recorriendo € buffer y sucesivamente fijar cada uno de esos
valores de tensién en el canal. Aunque el entorno de programacion formado por HP
VEE y DT VPI si ofrece esta posibilidad, el hardware es el que en este caso limita las
condiciones de programacién. El modelo de tarjeta de adquisicion de datos empleado en
el prototipo de Langendorff no ofrece la capacidad de operacion continua, tal y como se
puede consultar en sus manuales. Por tanto, a la hora de configurar canales anal 6gicos
de salida, € Unico objeto que se puede emplear como interfaz con la tarjeta es Put
Single Vaue.

v Restricciones del objeto Put Single Value:

Este objeto exige que € dato analdgico se mantenga al menos 0.5
segundos para iniciar € subsistema D/A y asi fijar la tension del canal
analdgico a ese valor. Esta condicion queda sobradamente garantizada,
ya que el dato de tensién de salida de cada canal cambia cada 6 segundos
aproximadamente, debido alatasa de muestreo empleada.
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Se exige que todos los canales programados tengan datos, es imposible
gue sblo un canal de los programados saque datos por la salida anal 6gica
y € resto de canales quede a la espera de recibirlos. Por tanto latarjeta de
adquisicién de datos exige que existan datos en los cuatro canaes
analdgicos de salida, no puede sacar un valor de tensién por un Unico
canal dejando sin actividad a resto. Esto no supone ninguna limitacion al
disefio porque siempre se desea controlar simultdneamente todas las
bombas de la maguina de Langendorff y los valores de tension que las
controlan siempre cambian alavez.

Es necesaria la configuracion de un convertidor Digital/Analégico por
cada objeto Put Single Value. Como resultado de esta configuracion, se
obtiene € mangador de subsistema que identifica a la tarjeta de
adquisicién de datos.

No es necesario fijar un parametro habitual de los canales anal égicos de
salida que es latasa. No se define ningunatasa de salida para los valores
de tension que ird adoptando un canal anal 6gico, puesto que la tarjeta no
admite operacién continua y cada canal siempre ve un Unico valor de
tension en su buffer de salida.

v Parametros del objeto Put Single Value.

Cada objeto Put Single Value, como icono relacionado con la adquisicion de
datos necesita varios parametros de entrada:

Manejador de subsistema.

Todos los objetos de adquisicion de datos requieren un maneador
(hSubsys) como una de sus entradas de datos, para identificar qué
subsistema han de usar. Es proporcionado por € icono D/A Config.

Canal analdgico de salida que se asocia con € objeto.

Valor de tensién que se deseafijar en el canal analdgico de salida.
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B SALIDA ANALOGICA

DiA Config h

Channel 0 1 PutSingle Value

J

value ——" 1 OutputTerm

Fig 81 Parametros necesarios por €l objeto de adquisicion de datos.

La sdlida del objeto Put Single Value se conecta a un icono que funciona
como indicador en tiempo real de la tensién que esta saliendo por cada canal
analogico (ver figura 82). El indicador presenta una escala que barre de 0 a 10
voltios, una aguja que sefiala la tensién en la escalay un campo numeérico en e que
se puede leer e vaor de la tension. Este display resulta de gran ayuda para
comprender el funcionamiento de las bombas, ya que se observa que cuando los
niveles de tension son bajos, € motor de la bomba peristdltica gira lentamente y
cuando los niveles de tension son altos, el motor gira rapidamente y se observa una
gran afluencia de flujo en e tubo de salida correspondiente. Resulta orientativo
durante la gjecucion del programa, para comprobar que € movimiento que se
observa en |los cabezales de las bombas se corresponde con el que aproximadamente
se estima que debe haber con el valor de tension de control que se muestra en €
display y asi se tiene una referencia sobre el correcto funcionamiento de las bombas
peristalticas.

—| TENSIONBOMBA! | 4

AN

6.954

Fig.82. Indicador de latension de control que alimenta alabomba 1.
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v Mecanismos para actualizar el Mddulo Salida Anal6gica con nuevos datos de
entrada de tension.

Cada cambio de valor de tension que se produzca en cada una de las
entradas del Médulo Salida Analdgica, activa instantdneamente el objeto
Put Single Value correspondiente, que responde ante cualquier cambio en
sus parametros de entrada. De esta forma Put Single Vaue actuaiza
automaticamente € valor de tension que sale por €l cana analdgico
asociado adicho objeto.

De igual manera, a activarse Put Single Value, su pin de secuencia de
salida est4 conectado a pin de secuencia de entrada del indicador de
tension correspondiente, de modo que se fuerza asi e flujo de datos del
programa para que cada vez gque Put Single Value se active por percibir
un cambio en sus entradas, como consecuencia también se active €
indicador de aguja para capturar € nuevo valor de tension y actualizar €l
dato que muestra.
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5.2.7 INTERFAZ DE LA APLICACION CON EL USUARIO.

En el caso de la pequefia aplicacion auxiliar MedidasExperimentales.vee,
disefiada para realizar las mediciones del caudal que proporciona una bomba peristaltica
para distintos valores de tension de control de flujo, € programa estaba formado por un
nimero muy bajo de elementos y en una Unica pantalla se visualizaban los iconos que
conformaban la aplicaciéon. En el caso de la aplicacion total que controla € prototipo
AplicaciénLangendorff.vee, el nUmero de iconos es mucho mas elevado, asi como la
complegjidad del programay el tamafio que ocupa, por lo que e diagrama de flujo total
es demasiado extenso para ser visualizado en una Unica pantalla.

El area que reserva HP VEE para la codificacién del programa de usuario se
llama Main y no tiene limitacién de espacio, las barras alineadas en la parte inferior y
derecha de la pantalla permiten la libre extension del programa y la facil adicion de
iconos en cualquier direccion. Dada la extension de AplicacionLangendorff.vee, una
vez disefiada la aplicacion, s antes de un experimento se desea cambiar e perfil de
criopreservacion, las temperaturas de los bafios o el flujo maximo que puede admitir €l
Organo objeto de la criopreservacion, resultaria tedioso tener que desplazarse o bien con
el cursor o bien con las barras, a través de todas las pantalas que recogen la
codificacion total de la aplicacion e incluso una vez se encontrase la pantalla adecuada,
habria que entrar recursivamente en Objetos de Usuario (User Objects) hasta encontrar
la variable que deseamos cambiar. Del mismo modo, existiria e mismo problema si se
desea visualizar durante la gecuciéon del programa varios valores y distintas gréficas
gue no caben en una misma pantalla debido a que no se encuentran proximos entre si en
el diagrama de flujo que constituye la aplicacion. Obligaria a la necesidad de moverse
en tiempo de gecucién a lo largo de varias de las pantallas que ocupa e programa y
excluiriala posibilidad de monitorizar simultaneamente varios valores.

La solucion a este problema la presenta € propio programa HP VEE, que
ademés del area de trabajo denominado Main, ofrece simultanemente un segundo area
llamado Panel View, donde aparecen Unicamente los objetos del area de trabajo que se
hayan seleccionado previamente. De este modo, estos objetos se encuentran facilmente
accesiblesy visualizables en una Unica pantalla.

v' Se seleccionan en Main tanto los valores de entrada y los parametros que
puedan requerir ser cambiados por €l usuario antes de la gecuciéon del
programa, como |los datos numéricos y las gréficas que en el disefio se han
declarado de interés para ser visualizados durante la g ecucion.

v' Se decide la incorporacién a la pantalla Panel de todos estos objetos con la
opcion Add to Panel, mediante la ruta de seleccion Edit - Add to Panel a
través del ment de HP VEE.

v' Al €elegir esta opcion de HP VEE, aparece una copia de todos los objetos
seleccionados sobre un fondo gris en la nueva pantalla Panel View que se
crea y con €l raton se permite mover los distintos iconos para conseguir la
disposicion deseada, ya que la pantalla Panel View se convertira en una
atractiva e intuitivainterfaz entre laaplicacion y € usuario.
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La creacion de la nueva pantalla Panel ofrece una nueva vertiente de versatilidad
a AplicaciénLangendorff.vee, de manera que s se accede a la aplicacion como
diseflador se trabge en la pantala Main para tener pleno control de los iconos
empleados, su interconexion y propiedades, y s se accede a la aplicacion como usuario
de la maguina de Langendorff, se trabagja con la pantalla Panel View para visualizar
facilmente los datos de interés y acceder en una sola pantalla a los Unicos datos que €l
usuario tiene capacidad de cambiar.

Existe una opcion de HP VEE que podemos habilitar 0 no y que permite que al
lanzar la gjecucién del programa, aparezca en primer plano tan solo Panel View. Esta
serd la opcion elegida para AplicacionLangendorff.vee en su presentaciéon como
producto final, de modo que la realizacion concreta de la aplicacion resulte transparente
al usuario. El usuario solo percibe unainterfaz visual de la aplicacién, que le ofrece los
datos de interésy le aisladel diagramade flujo que se haimplementado.

En la pantalla Panel View se disponen de copias de algunos de los iconos
empleados a codificar € programa, esto quiere decir que e hecho de que sean
visualizados en la pantalla Panel no implica que hayan sido eliminados de la pantalla
Main. La conexion entre ambas pantallas es total, s se cambia en la pantalla Panel
algun valor de un icono, como por ejemplo una modificacién en la tabla de temperaturas
de entrada, este cambio se reflgja automaticamente en el icono que aparece en Main y
viceversa. Por eso la creacion de una segunda pantalla resulta de gran utilidad para
modificar €l valor de las entradas 0 de algunos parametros de la aplicacion, porque
compacta todos los iconos de interés en una Unica pantallay cualquier cambio se reflgja
instantdneamente en el diagrama de flujo total.

Con agun modelo antiguo y poco eficiente de pantalla de ordenador, se podria
tener una dificil visualizacion de la pantalla Panel View de HP VEE, porque la pantalla
ofrezca un &rea de escritorio extremadamente pequefio y aparezcan partes cortadas en
las pantallas de HP VEE que se quieren visualizar. Habria que regjustar la resolucion y
el ancho en las propiedades de la pantalla, o crear una disposicion méas compacta de los
objetos que aparecen en Panel.

Los objetos de AplicaciénLangendorff.vee que se han seleccionado para ser
visualizados en la pantalla auxiliar Panel y asi servir como interfaz con el usuario, han
sido:

v Entradas:

Tabla de puntos de temporizacion.
Tabla de temperaturas.
Tabla de concentraciones.
Acciendo accesibles estos tres iconos, € usuario puede elegir €l perfil de

criopreservacion para cada experimento, antes de iniciar la gecucion del
programa.
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v Pardmetros:

Temperatura del bafio 1.

Temperatura del bafio 2.

Temperatura del bafio 3.

Temperatura del bario 4.
Haciendo accesibles estos cuatro iconos, el usuario puede realizar los
experimentos con bafios de agua y anticongelante que se encuentren a
distintas temperaturas de las que establece por defecto la aplicacion, y
después reflgjar estos cambios fisicos en las variables pertinentes de la

aplicacion que controla la maquina de Langendorff, para que ésta opere con
los valores actualizados del sistema.

Constante de tiempo.

El hecho de tener accesible este icono permite instalar la aplicacién en un
ordenador persona distinto, que no sea necesariamente e ordenador
concreto que sirvié para e prototipo de maguina de Langendorff en el
laboratorio hospitalario. Al instalar la aplicacidn en otro ordenador, necesita
una nueva calibracién del tiempo.

v" Vaores de monitorizacion:

Instante inicial del intervalo.

Instante final del intervalo.

Temperaturainicia del intervalo.

Temperaturafinal del intervalo.
En tiempo real, cuando llegue el instante que da comienzo a nuevo tramo
del perfil de criopreservacion, caracterizado por un cambio en la
concentracion y en la velocidad de enfriamiento respecto a tramo anterior,

se refrescan estos cuatro valores segun corresponda con los datos del nuevo
intervalo.

Temperatura.

Es la temperatura deseada en cada instante para la disolucion total, que era
precisamente |la salida de datos del Médulo Muestreo. El valor mostrado se
corresponde en tiempo real con el valor deseado para ese instante.
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El M&dulo Muestreo, en tiempo real, cada 0.1 minuto actualiza su salida con
uno de los valores discretos que han resultado de muestrear la recta de
temperaturas que describe, durante e presente intervalo, la velocidad de
enfriamiento que se desea. Esta recta empieza en e valor de temperatura
mostrado en “Temperatura inicial del intervalo” y termina en el valor que
indica “Temperatura final del intervalo”, por lo que € valor que toma
“Temperaturd’ siempre estard entre ambas cotas durante el tiempo que dure
el intervalo.

Caudal Bombal, Caudal Bomba2, Caudal Bomba3 y Caudal Bomba4.

Es e caudal, medido en ml/min, que en tiempo rea se demanda de cada
bomba peristaltica.

Tension Bombal, Tension Bomba2, Tension Bomba3, Tension Bomba4.

Es la tension, medida en voltios, que se debe sacar por cada canal anal 6gico
en tiempo real, respectivamente por € canal 0,1,2 y3, para alimentar cada
entrada de control de flujo de las bombas. Asi laBombai puede extraer el
liquido de su bafio correspondiente a la tasa que marca Caudal i. Es €l
resultado de haber aplicado al valor de caudal la funcion de transferencia
medida experimentalmente para una bomba peristaltica. Tanto €l cauda de
la Bomba i como la tensién de control de la Bomba i se refrescan
simultdneamente, lo cua da unaidea de la alta velocidad computacional de
HP VEE, que aplica una funcién transferencia a un valor en un tiempo
inapreciable.

Gréfica que muestra el perfil de criopreservacion elegido para el

experimento.

Se van anadiendo sucesivos tramos correspondientes a distintas vel ocidades
de enfriamiento, a medida que pasa €l tiempo y se suceden los interval os.

Gréfica que muestra la velocidad de enfriamiento que en cada momento
lamaquina esté aplicando a érgano, funcionando en tiempo real.

Esta velocidad de enfriamiento se refresca con la llegada en tiempo real de
cada nuevo intervalo.
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Fig.83 Panel View de la aplicacion disefiada para el montaje con 2 bombas.
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