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INTRODUCCION

1. Fenomenos eléctricos en biomembranas.

Las membranas de todas las células animales separan soluciones de
diferente composicién, lo que da lugar a que existan a través de éstas
gradientes de concentracién para las especies iénicas mhs abundantes en
los liquidos intra y extracelular (Na*, K+, Ca®=+, Cl-, etc). Los
gradientes iénicos, resultado de 1la diferencia de 1los potenciales
quimicos interno y externo para cada tipo de i6én, representan una forma
de almacenamiento de energia que al disiparse genera una corriente
eléctrica. Estos fenomenos participan de forma importante en funciones
celulares diversas como: integracién neuronal, propagacién y transmision
del potencial de accién, regulacién del equilibrio osmético, secrecion,
motilidad y proliferacién celular, sintesis de ATP, transporte de
solutos, etc.

La membranas biolégicas estan formadas por una matriz lipidica

hidrofébica y, por lo tanto, de muy poca permeabilidad para los iones.



Los coeficientes de difusién para iones de Na* y K* medidos en bicapas
lipidicas artificiales son del orden de 10-'2 cm®*/s, mientras que en
membranas biolégicas en reposo son del orden de 10-%-10-% cm*/s, y en el
axén gigante del calamar durante un potencial de accién alcanzan valores
entre 1-10 cm*/s ( Andreoli, Hoffman y Fanestril, 1980; Miller 1986). La
mayor permeabilidad idnica de las membranas celulares se debe a la
existencia en éstas de proteinas integrales que forman poros o canales
hidrofilicos por donde pueden difundir los iones.

La estructura de los canales iénicos es aun poco conocida,
existiendo informacién solamente sobre el canal catiénico asociado al
receptor nicotinico para la acetil colina y sobre el canal de Na*. En
ambos casos son proteinas oligoméricas, que constan de varias
subunidades que atraviesan la membrana mediante hélices o formadas por
aminoacidos hidrofébicos (Miller, 1986; Noda y col., 1984; Foda y col.,
1086). Desde el puntc de vista funcional la mayoria de los canales
iénicos son regulables, es decir, pueden pasar de la conformacién de
*abierto" a la de “"cerrado" y de esta forma variar la permeabilidad
iénica de la membrana. Un tipo de canales iénicos, los dependientes del
potencial de membrana, esté4n cerrados al potencial de reposc de las
células (alrededor de -70 mV) y con la despolarizacién sufren un cambio
conformacional que da lugar a que se abran y permitan el paso de iones.
A este tipo pertenecen los canales de Na*, K* y Ca** existentes en la
mayoria de las células excitables. Otro tipo de canales constan de una
molécula receptora a la que al unirse un ligando induce un cambio’
conformacional que conlleva al paso del estado "“cerrado" al de
"abierto". En varios casos la unién del receptor al canal activa una

cascada de reacciones quimicas en el interior de las células con el



consiguiente incremento en la concentracién de mediadores intracelulares
que son los que inducen el cambio conformacional. En los Gltimos afios se
ha demostrado que en diferentes preparaciones los niveles intracelulares
de ATP, ADP, AMPc, GTP, diacilglicerol y Ca®* regulan la permeabilidad
iénica de la membrana (Miller, 1986; Sakmann y Neher,1983; Stevens,
1986).

El mecanismo por el que los iones atraviesan la membrana por
canales iénicos abiertos es, desde el punto de vista fisico-quimico,
similar a la electrodifusién estudiada en soluciones de electrolitos por
Nernst (1888) y Planck (1890 a y b). Basandose en las ecuaciones de los
autores antes citados Goldman (1943) y Hodgkin y Katz (1949) enunciaron
la ecuacién de campo constante, en donde se determina que el flujo de un
ién a través de la membrana es una funcién no lineal de los coeficientes
de difusién y de particién de dicho 1ién, de la concentracién intra y
extracelular del ién y de la diferencia de potencial a ambos lados de la
membrana. Cada especie iénica se mueve a favor de sus gradientes
eléctrico y quimico independientemente de otros iones. Aunque esta
formulacién explica basicamente los fenémenos eléctricos observados en
las membranas biolégiéés, existen desviaciones de estos principios
generales como la existencia de saturacién en el paso de lones a traves
de canales, el bloqueo de canales iénicos por iones-que no pasanh a su
través y la competicién entre diferentes tipos de iones al difundir a

través de un mismo canal (véase Hille, 1984).




2. Medida de la permeabilidad iénica de la membrana: técnicas de
"voltage—-clamp®.

Desde el punto de vista eléctrico, las membranas biolégicas se
comportan como un circuito RC en paralelo donde la capacidad (C) la
forma la bicapa de lipidos, practicamente impermeable a los iones, y la
resistencia (R) los canales idénicos embebidos en la matriz lipidica y
por lo tanto en paralelo con ésta. La capacidad, que depende del espesor
de la membrana y de su constante dieléctrica, tiene valores muy
parecidos en diferentes tipos celulares, desde algas hasta celulas de
manmi feros, y es del orden de 1pF/cm® (Cole, 1968). La resistencia de la
membrana depende de la densidad y tipo de canales iénicos existentes en
ésta y para una misma membrana del nimero de canales ionicos abiertos.
Este parémetro es por lo tanto muy variable y en el axén del calamar en
reposo es de 1000 Ohm x cm® (Cole, 1968),

El paso de iones a través de la membrana genera una corriente
eléctrica transmembrana (I.) que, en base a la ley de Ohm, puede

expresarse como.

Im = G X (Vm_VQ)

donde
G= conductancia de la membrana que es directamente
proporcional a la permeabilidad
Vw= potencial de membrana
Ve= potencial de equilibrio del idn
la conductancia G refleja a su vez el numerc de canales abiertos ya que

su valor viene dado por:



G=Y¥Yx N

siendo
¥= la conductancia de un canal iénico
N= numero de canales abiertos en cada instante.

El célculo de la conductancia de la membrana requiere por lo tanto
la medida de 1la corriente iénica transmembrana y del control del
potencial de membrana. Estas medidas se llevan a cabo mediante las
técnicas de "voltage-clamp" puestas a punto para el axén gigante del
calamar por Cole (1949) y Marmont (1949). Las técnicas de “voltage-
clamp", que permiten mantener el potencial de membrana a un valor
constante y medir simultaneamente 1la corriente generada, se han
desarrollado considerablemente <con 1a mejora de los circuitos
electrénicos integrados y modificado para la aplicacién a otros tipos
celulares (véanse Cole, 1968; Hille, 1984; Lépez-~Barneo, Matteson y
Armstrong, 1981). Un avance técnico muy importante lo representa el
descubrimiento por Neher, Sakmann y colaboradores ( Neher, Sakmann y
Steinbach, 1978; Hamill, Marty, Neher, Sakmann y Sigworth, 1981) de la
técnica de "patch-clamp" que permite el registro de corrientes iénicas
en células pequeflas e incluso el registro de corriente a través de un
solo canal iénico. Esta técnica ha hecho posible la realizacién de
medidas de permeabilidad iénica en cualquier tipo celular y abierto un
campo casi ilimitado para los estudios electrofisiolégicos. En el
apartado "Disefic e implementacién del sistema", se presenta informacién
mas detallada sobre la técnica de "patch-clamp® utilizada en nuestro

laboratorio.



Mediante las diferentes técnicas de "voltage-clamp” se han descrito
diferentes tipos de conductancias iénicas (para iones de Fa*, K*, Ca=",
Cl7) existentes en células diversas, analizado sus caracteristicas
cinéticas y estudiado la modulacién por 1ligandos y mediadores
intracelulares y el bloqueo, modificacién o activacién por farmacos
(véase Hille, 1984; Miller, 1986; Sakmann y Neher, 1983). En nuestro
laboratorio se estudian los fenémenos arriba indicados en células
endocrinas (adrenocorticales y paratiroideas), en neuronas del sistema
nervioso central y en células del sistema inmune (linfocitos y células

cebadas).

3. Sistemas de adquisicién y analisis.

Los fenémenos eléctricos generados en biomembranas ocurren en un
rango temporal de ms, las corrientes iénicas en células de mamiferos son
del orden de nA y el analisis cinético cuantitativo de éstas requiere
una resolucién temporal de varias decenas de ps. Las caracteristicas
antes citadas han limitado los estudios electrofisiologicos
cuantitativos hasta que el desarrollo tecnolégico y la aparicién de los
ordenadores permitieron la construccién de sistemas de adquisicién,
almacenamiento y andlisis rapidos y flexibles. La conversiéon digital y
el promediado de las corrientes iénicas en el axén gigante del calamar
permitieron el descubrimientoc de las corrientes de compuerta debidas al
cierre y apertura de los canales de Na* (Armstrong y Bezanilla, 1874
Bezanilla y Armstrong, 1977) y el modelado matematico de las diferentes
corrientes iénicas (Armstrong, 1981; Hille, 1984). En los ultimos afios
esta tecnologia que existia solo en algunos laboratorios se ha puesto

mucho mAs accesible gracias a la aparicién de los microprocesadores y



los ordenadores personales basados en éstos. Aunque existen disponibles
en el mercado sistemas de conversién analégico/digital adaptados a
ordenadores personales de uso comin (Data Translation, 1985; Jaeger,
1982; Barney, 1985), en la mayoria de los laboratorios de
electrofisiologia celular se han desarrollado sistemas con "hardware" y
“software" propios adecuados a las necesidades especificas de la
experimentacién biofisica. El desarfollo e implementacién de uno de
estos sistemas, objetivo de la presente memoria, ha sido una de las
lineas prioritarias de trabajo en nuestro laboratorio en los Gltimos

tres aflos (Jones, 1986; Mompin, 1980).



OBJETIVOS

El objetivo genmeral del presente trabajo‘ ha sido el disefio e
implementacién de un sistema automatizado para el control del potencial
de membrana y la adquisicién, almacenamiento, representacién en pantalla
'Y analisis de corrientes iénicas generadas en la membrana de células
mantenidas en cultivo. El sistema, construide sobre un ordenador
personal, es de una gran rapidez y versatilidad y permite su adaptacién
para el registro y medida en tiempo real de cualquier fenémeno celular
que pueda convertirse en una sefial eléctrica. El disefio e implementacién
del sistema se ha 1llevado a cabo no sodlo para satisfacer los
requerimientos técnicos necesarios en la investigacién biofisica de
nuestro laboratorio, sino que el desarrolloc del "hardware" y "“software"
propios ha sido una de los objetivos del trabajo. De esta forma se ha
conseguido una independencia tecnolégica y potenciado la calidad de la
investigacién y la capacidad de analisis que son criticas para llevar a

cabo una investigacién competitiva en biofisica celular.



Los objetivos especificos del trabajo han sido los siguientes:

1) Disefio e implementacién de un generador de pulsos programable
necesario para modificar el potencial de membrana con pulsos Gnicos o
con secuencias de pulsos con intervalos variables y polaridad, amplitud
y duracién seleccionables segin los requerimientos experimentales.

2) Disefio y construccién de un sistema de adquisicién basado en la
conversién digital de las seflales de corrientes iénicas transmembrana
generadas por los cambios del potencial de membrana al aplicar los
pulsos referidos en el parrafo anterior. La velocidad de adquisicién (de
20 a 200 ps por muestra) se modifica por programa y una secuencia de
muestras (formada por 500 puntos cada uno con resolucién de 12 bits) se
almacenan en memoria RAM del ordenador o en un disco duro.

3) Disefio y construccién de un sistema de conversién digital/analégico
de secuencias de muestras almacenadas en RAM o en disco duro del
ordenador para su representacién en la pantaila de umn ﬁsciloscopio. Al
generar el ordenador la sefilal de barrido del oscilosoopio y representar
la secuencia de muestras a una frecuencia superior a 20 Hz se convierte
un osciloscopio normal en otro digital con una flexibilidad superior a
los osciloscopios digitales existentes. Mediante un segundo canal del
osciloscopio se representan también en pantalla funciones matematicas
(exponenciales, derivadas, etc.) generadas en el propio ordenador.

4) Desarrollo del programa ANALA, escrito en Basic y en Lenguaje
Ensamblador, que controla los elementos del “hardware® indicados
anteriormente y que almacena todas las variables experimentales.
Mediante diferentes subrutinas este programa realiza el analisis de las
seflales almacenadas. El analisis se centra  fundamentalmente en: medida

automhtica de parémetros (amplitud, duracién, intervalos, etc);



confeccién de diagramas para observar la relacién entre dos parametros;
sustraccién y promediado de seflales; ajuste lineal y exponencial de
partes de la sefial registrada; integracién y diferenciacién de la sefial;
medida automatica de capacidad y tamafio de las células; célculo de la
resistencia en serie, |

5) Ajuste y comprobacién del funcionamiento de cada una de las partes
del sistema y en su conjunto utilizando un circuito RC paralelo,
equivalente desde el punto de vista eléctrico a la membrana celular, y
el registro de corrientes de K* en células adrenocorticales en cultivo

mediante la técnica de "patch-clamp".
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DISESO E INPLEMENTACIOR DEL SISTEMA

1. Descripcién general.

El disefio de 1la unidad wutilizada para la adquisicién,
almacenamiento y analisis de corrientes 1iénicas transmembrana se ha
realizado en base a un ordenador IBM PC/XT. Esta unidad es adaptable
con pequefias modificaciones al PC/AT y a otros microordenadores con
procesadores 8088 y compatibles. La unidad consta basicamente de los
siguientes elementos (véase figura 1):

a) Ordenador IBM FC/XT.

Este ordenador contiene un microprocesador 8088 de Intel (Morgan y
Vaite, 1984; Rector, Rusell y Alexy, 1980), trabajando a una frecuencia
de 4.77 MHz . La capacidad de memoria RAM es de 256 Kb, estando la
memoria auxiliar del sistema compuesta por un disco fijo de 10 Mb y un
disco flexible de 370 Kb. El "hardware" disefiado en el presente trabajo
ha sido implementado sobre dos tarjetas prototipo adaptables al canal

de entrada/salida (canal E/S, "bus") del ordenador.

-11-



AMPLIFICADOR DE "PATCH-CLAYP"

SE®AL DE COMANDO (V<)
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Figura 1. Esquema general del sistema
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b) Sistema de estimulacién.

Los cambios de potencial de membrana necesarios para la activacién
de conductancias 1iénicas se obtienen de un generador de pulsos
programable <(GPP) que proporciona la sefial de comando para el
~amplificador.

c) Amplificador de "patch-clamp”.

El amplificador se utliliza para el registro y acondicionamiento
de corrientes iénicas en células en cultivo y en microareas de
membrana, detectadas mediante electrodos de micropipeta.

d) Sistema de adquisicién.

Esta etapa convierte a digital la sefial analégica registrada por
el amplificador con’ el fin de almacenarlia y analizarla digitalmente.
e) Sistema de representacién en pantalla.

Permite la visualizacién en pantalla de un osciloscopio de las
seflales previamente adquiridas.

Una vez dispuesta la preparacién celular y seleccionadas las
caracteristicas del patrén de pulso el GPP proporciona la seflal de
comando (V.). Esta seflal se aplica a la entrada positiva del
amplificador operacional del sistema de registro con objeto de
controlar el potencial de membrana. De esta forma se activan canales
iénicos y se produce una corriente eléctrica (I.) la cual se registra
mediante el convertidor corriente/voltaje (I/V) del amplificador. La
sefial de salida del convertidor I/V (V.) se convierte en digital por el
sistema de adquisicién y se transfiere a memoria RAM para su posterior
observacién y almacenamiento en disco, o para efectuar sobre ella

operaciones de analisis. El nimero de puntos que se adquieren en cada
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barrido es de 500, siendo la velocidad de muestrec (SR) variable y
controlable mediante el programa de adquisicién.

El sistema de representacién en pantalla convierte la matriz de 500
puntos almacenada en RAM en una seffal analégica la cual se visualiza
directamente en un osciloscopio. Para esta operacién se genera una
segunda sefial de salida que proporciona la onda en diente de sierra que
al actuar sobre el amplificador horizontal del asciloscopio lleva a cabo
el barrido sincrénicamente con la sefial presente en el canal vertical.
La seflal en la pantalla del osciloscopio puede ser analizada en el
momento de su adquisicién o posteriormente. En este Gltimo caso dicha
informacién se almacena en disco, junto con los parametros necesarios
para realizar su estudio "off-line". El sistema presenta una tercera
salida analégica con objeto de poder aplicar a otro canal vertical del
osciloscopio una matriz digital previamente almacenada o generada por el
ordenador.

Las funciones realizadas por el sistema descrito se muestran
esquematicamente en el diagrama de flujo de la figura 2. En primer lugar
se introducen los parametros generales del experimento tales como:
nombre del directorio, ganancia del amplificador de “patch-clamp",
potencial de reposo y frecuencia de muestreo. A continuacién, siguiendo
un proceso légico de actuacién, se procede a la entrada de datos
particulares del estimulo seleccionado (amplitudes y duracicnes de los
pulsos) para iniciar el ©proceso de estimulacién y adquisicidn.
Finalizado éste, el programa presenta la informacién adquirida en

pantalla de un osciloscopio procediéndose a su almacenamiento en disco.
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Figura 2. Esquema general de las funciones realizadas por el sistema
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El anédlisis que se lleva a cabo con la sefial registrada, consta

basicamente de la siguientes posibilidades:

definicién de la linea de base
- presentacién en pantalla de los pardmetros generales y los

particulares del estimulo

presentacién en pantalla de amplitudes y tiempos

ajuste matemdtico de un intervalo de sefial

calculo del area encerrada por la curva
Opcionalmente se puede proceder a la representacién de una sefial en
pantalla del osciloscopio previamente almacenada en disco duro, o bién
aplicar un estimulo con caracteristicas diferentes para realizar un
experimento posterior.
En el Apéndice I se muestra el diagrama de flujo general del
programa utilizado, asi como el significado de las diferentes opciones a

ejecutar desde las fases de estimulacién, adquisicién y analisis.

2. Amplificador de “patch-clamp”.

El amplificador de "patch-clamp” se utiliza para el registro y
acondicionamiento de las corrientes eléctricas generadas en la membrana.
Consta esencialmente de un convertidor corriente/tensién (véase figura
3), compuesto de un amplificador operacional (Burr Brown OP 111) y una
resistencia de realimentacién R. de 10 GQ o de 100 MQ situados en el

"head stage", cerca de la preparacién que se pretende estudiar. Con R«
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de 100 MQ se registran corrientes totales en la configuracién
“whole-cell" (Hamill y col. 1981). Con la R. de 10 GQ. el nivel de ruido
del sistema (0.2 pA pico a pico), permite registrar corrientes del orden
de pA, que son las que resultan del paso de iones a través canales

unicos.

OP 111

‘———“__‘*Vref(vc)

Figura 3. Etapa de entrada del amplificador de "patch-clamp”.

Para el registro de corrientes iénicas con las técnicas de
"patch-clamp", se establece un sello entre una pipeta pulida con fuego
de 0.2-1p de diémetro y el exterior de la membrana. La zona de contacto

entre el microelectrodo y la membrana debe tener una alta resistencia
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(Ra>10® Q.), para que el parche de membrana quede aislado por el
electrodo. Bajo estas condiciones, 1la corriente a través de la zona de
membrana sellada es captada en su totalidad, sin apenas existir
desplazamiento de iones a través de la zona de contacto y el ruido del
sistema de registro disminuye en un orden de magnitud (Hamill y col.
1981, Tabares 1986).

El mismo amplificador utilizado como convertidor I/V (Budak, 1974;
Graeme, Yobey y Huelsman, 1971), se utiliza para controlar el potencial
en el area de membrana aislada por la pipeta. Con este fin, se aplica a
la entrada positiva del amplificador la tensiéon Veer, constituida por
pulsos rectangulares o por un valor constante (figura 3).

El amplificador de "patch-clamp" dispone de un sistema para
compensacién de las capacidades de la pipeta y de entrada al convertidor
I/V, las cuales producen transitorios en la corriente cuando comienza y
acaba el pulso Ve.e¢. La respuesta en frecuencia del amplificador esta
limitada por la capacidad C. asociada a la resistencia de realimentacién
R+, que junto con el resto de la capacidad a la entrada del amplificador
( véase figura 3, hacen que la salida del convertidor I/V aparezca con
una constante de tiempo del orden de 1 ms. Este efecto se compensa
sumando a la seflal de salida del convertidor su primera derivada (véase

Sigworth, 1983)>.

-18-



3. Generador de Pulsos Programable.

3.1 Requerimientos generales.

El generador de pulsos se utiliza para modificar el potencial de
membrana bajo control y de este iodo activar las conductancias
dependientes del voltaje. En 1los estudios de "voltage-clamp" se
requieren diversos tipos o protocolos de pulso, los cuales permiten
analizar diferentes caracteristicas cinéticas de cada tipo de corriente
iénica. El formato general de los diferentes protocolos se muestra en la
figura 4. Consta de un prepulsc PP con duracién DP y amplitud AP y un
pulso P de duracién D y amplitud A. Opcionalmente, el pulso puede ir
seguido de una serie de pulsos de substracciém (PS1,...,PSn) en namero
variable (n=1,2,4). La amplitud de estos pulsos es la n-ésima parte de
la amplitud del pulso P , su duracién igual a la de éste y polaridad
opuesta. El pulso y prepulsc estan separados por un intervalo IN, siendo
el tiempo entre los pulsos de substraccién del orden de 50 ms. Esta
Gltima caracteristica no es critica para los requerimientos del sistema.

Las caracteristicas temporales del protocolo, tales como, duracién
del pulso y prepulsoc e intervalo, pueden variar entre 1-1000 ms, siendo
controlada mediante el programa. Las amplitudes del pulso y del prepulso
oscilan entre -2560 y 2540 mV, las cuales se dividen por 10 en el
amplificador de "patch-clamp" antes de ser aplicada al interior de la
pipeta de registro.

Se exponen a continuacién los seis protocolos mas usados en nuestro
laboratorio y sus diferentes aplicaciones electrofisiolégicas. Se pueden

obtener no obstante, cualquier otro patrén de pulso necesario en casos
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PP

IN

A/n PS1 ’—lFl PSn

Figura 4. Forma general del estimulo.



particulares. La seleccién de cada uno de ellos se realiza desde el

teclado numérico, mediante la pulsacién de los siguientes caracteres:

Num. Protocolo Caracter a pulsar
1 1
2 2
3 3
4 4
5 6
6 7

A continuacién, y en base a la figura 5, se describe cada uno de
ellos:
Protocolo n2 1. (Fig. 5a).
- Aplicaciones electrofisiolégicas. Medida de resistencia de sello (Ra)
y de la resistencia de entrada de la célula en configuracién de "whole-
cell clamp".
- Caracteristicas
Pulso:
Amplitud: 100 mV.
Duracién: 2 ms.
Inicio de conversién: punto I(1 ms antes de comenzar la generacién
del pulso). |
Protocolo n2 2. (Fig. 5b).
- Aplicaciones electrofisiolégicas. Se wutiliza para estudiar la
activacién de conductancias iénicas dependientes del potencial de
membrana y el tiempo, asi como para la construccién de curvas

corriente/voltaje.
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- Caracteristicas
Pulsa:
Amplitud A(£2500 mV.)
Duracién D(1-1000 ms.)
Pulsos de substraccién: opcional (n=0,1,2,4)
Inicio de conversién: punto II (8 puntos antes del inicio del pulso
de “test™).
Protocolo n? 3. (Fig. 5c).
- Aplicaciones electrofisiolégicas. Prepulso y pulso separados por un
intervalo variable. Se wusa para estudiar la recuperacién de la
inactivacién de una corriente iénica.
- Caracteristicas
Prepulso:
Amplitud AP(£2500 mV.)
Duracién DP(1-1000 ms.)
Pulsa:
Amplitud A(£2500 mV.)
Duracioén D(1-1000 ms.)
Intervalo IN(1-1000 ms.)
Pulsos de substraccion: opcional
Inicio de conversién: punto II (8 puntos antes del inicio del pulso
de "test".)
Protocolo n@ 4. (Fig.5d)
- Aplicaciones electrofisiclégicas. Efecto de prepulsoc de amplitud y
duracién variables sobre corrientes generadas por un pulso “test" de
parametros constantes. Se utiliza para estudio de inactivacién de

corrientes idénicas en estado estacionario.
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Figura 5. Protocolos particulares producidos par el Generador de Pulsos.
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- Caracteristicas
Prepulso:
Amplitud AP(£2500 mV.)
Duraciéon DP(1-1000 ms.)
Pulso:
Amplitud A(+2500 mV.)
Duracién D(1-1000 ms.)
Pulsos de substraccién: opcional
Inicio de conversién: punto II (8 puntos antes del inicio del pulso
de "test".)
Protocolo n2 5. (Fig.Se)
- Aplicaciones electrofisiolégicas. Estudic de corrientes de cierre
("tail currents") activadas por un pulso que puede ir precedido de un
prepulso.
- Caracteristicas
Prepulso:
Amplitud AP(£2500 mV.)
Duracién DP(0-1000ms.>
Pulsaos:
Amplitud A(£2500 mv.>
Duracién D(1-1000 ms.)
Inicio de conversién: punto III (8 puntos antes de finalizar el pulso
"test".)
Protocolo n2 6, (Fig.5f)
- Aplicaciones electrofisiolégicas. Idénticas al protocolo 5, pero con

la posibilidad de poder variar el potencial de membrana al cual ocurre
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el cierre de canales iénicos. Se usa para estudio de cinética de cierre
a diferentes potenciales de membrana.

- Caracteristicas idénticas al anterior pero al finalizar la generacién
del pulso, la amplitud del mismo permanece constante durante 200 ms, a
una tensién llamada “sub-holding potential" (SHP), antes de volver a la

linea de base.

3.2 Bsquema y elementos del disefio.

El generador de pulsos programable (GPP) se ha construido sobre una
Tarjeta Prototipo IBM PC/XT, segin el esquema que se muestira en la
figura 6 y cuyos componentes se relacionan en el apéndice IV. A
continuacién se describen sus elementos basicos.

3.2.1 Tarjeta Prototipo IBM PC/XT.

En esta tarjeta (n2 ref. 150140) se incluye el GPP ademas ge los
elementos que forman el Sistema de Adquisicién. En ella se dispone de
las sefiales del canal E/S del microcomputador (véase figura 7) y las
conexiones entre los elementos 16gicos necesarias para efectuar la
interfase con los dispositivos E/S, como indica el diagrama de bloques
de la figura 8. Las direcciones asignadas en el IBM PC/XT para esta
Tarjeta Prototipo van desde 300H hasta 31fH. Para una descripcién mas
detallada de la légica de la interfase véase el "Technical Reference
Manual® para IBM PC/XT.

3.2.2 Interfase Periférica Programable (IPP 82554).

La IPP 8255A (NEC Microcomputers,Inc.) es una Interfase Periférica
Programable (IPP) compuesta de un registro control (RC) y tres puertas
direccionables de forma independiente; puerta A (PA), puerta B (PB) y

puerta C (PC) (NEC Microcomputers, IC Master, 1980). El acceso a cada
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Rear Panel

Signal Name Signal Name
GND L1 gy a1 - -1/B CHCK
+RESET DRV o - 4 +07
+5V - — +06
+IRA2 H— 4 +DS
~5VDC H— — +D4
+DRQ2 - . -4 D3
-12v g — +02
-CARDSLCTD I pun +D1
+12v 4 -3 +D0
GND k- 810 A0 +1/0 CH RDY
-MEMW - 1] +AEN
~MEMR . ——td +A19
-10W - - +A18
-I0R M —H +A17
~DACK3 - - — A1
+DRQ3 -r— g : +ATS
~DACK? 4— —’.— ‘a14
+DRM - L] +A13
- ]
-DACKO . 1 +A12
cLocK IH— 820 A20 — «AN
+iRQ? - —4 +A10
+RQ6 I — +Ag
+RA5 . — +A8
+IRO4 .. — «A7
+RQ3 H— -] +AS
~DACK2 . . —] +A5
+7/C bt —44 +Ad
+ALE 14— ] +A3
+5V 5 . — +A2
+0SC ...r._ — +A1
+GND H— 831  A31 — +AQ
Component Side

Figura 7. Seflales contenidas en el canal de E/S del computador.
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uno de los cuatro registros se lleva a cabo mediante los bits de control
Al y A0 (véase figura 6).

La seleccién de esta interfase se realiza activando la sefial “"chip-
select® (CS); el flujo de los datos esta determinado por las sefiales RD
y VR, las cuales se activan mediante “software“-bon las instrucciones
"IF" y "OUT" respectivamente. La ejecucién de la instruccién 5 i
transfiere el contenido del “bus" de datos a cualquier registro de la
interfase IPP. La instruccién "OUT" realiza la operacién’inversa. D0-D7
constituye el "bus de datos".

A continuacién se presentan las transferencias que ée pueden

realizar con la interfase segun las sefiales activadas (Liu y Gibson,

19865 .
AlL_A0 RD WR CS Descripcion de la transferencia
o o 0 1 0 Del PA al Bus de Datos
0 1 0 1 0 Del PB al Bus de Datos
1 0 o0 1 o0 Del PC al Bus de Datos
¢ 0 1 0 0 Del Bus de Datos al PA
0 1 1 0 0 Del Bus de Datos al PB
1 0 1 0 0 Del Bus de Datos al PC
¥ X X X 1 D7...D0 en estado de alta impedancia
X X 1 1 0 D7...D0 en estado de alta impedancia
1 1 1 0 0 Del Bus de Datos a RC, siempre que D7=1

Si D7=0, la informacién contenida en el bus de datos es tratada
como una instruccién “set/reset" sobre un determinado bit de la Puerta
C. Los bits D3-D1 del bus de datos, indican en forma binaria el bit’de

la PC sobre el que se va a efectuar la accién "set/reset"., El valor del
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bit DO determina la accién de "set" (1) o “reset" (0). El resto de los
bits no son significativos.

Los bits de las tres puertas estan divididos en dos grupos que
pueden ser tratados independientemente. El Grupo I formado por los 8
bits de la PA y los 4 bits mas significativos (4 MSBs) de la PC, y el
Grupo II constituido por los 8 bits de la PB y los 4 bits menos
significativos (4 LSBs) de la PC.

La interfase 8255A puede operar de tres formas distintas. El modo 0
permite operaciones de entrada y salida sobre las puertas A, B y C. El
modo 1 utiliza la sefial “strobe" para operaciones de entrada y salida
sobre las puertas A y B con "bandshaking" a través de la puerta C. El
modo 2 se aplica solo al Grupo I, proporciocnando mediante la sefial
"strobe" operaciones de entrada y salida para.la puerta A. Los bit 3-7
de la PC se usan para interrupciones y “handshaking". El modo de trabajo
(0,1,2) viene determinado por el contenido del registro control RC. En
la descripcién que sigue del GPP se ha utilizado el modo 0.

En este caso, todas las puertas han sido programadas de salida,
para lo cual, la palabra enviada al registro control, mediante la
instruccién “OUT", es 10000000b. La PB se ha utilizado para presentar la
informacién a la entrada del convertidor digital/analégico. El bit 6 de
la puerta C (PC6) se emplea para disparar el moncestable Ml del sistema
de adquisicién, e iniciar el proceso de muestreo-conversién. La
transicion "high-low" del PC6 se realiza con la operacién “reset", para
lo cual se lleva al RC el octeto 00001100b (Peatman, 1977).

Se han asignado a los cuatro registros de la IPP las siguientes
direcciones, de las disponibles para la Tarjeta Prototipo (Technical

Reference Manual IBM PC/XT, 1983):
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PA 300H
PB 301H
PC 302H
RC 303H

3.2.3 Convertidor digital-analégico (DAC 0808).

El DAC 0808 (National Semiconductor) es un convertidor D/A de 8
bits conectado en modo bipolar. Se ha empleado un amplificador
operacional para transformar la salida del convertidor de intensidad a
tensién. El valor de ésta (V,), atendiendo al diagrama general de la

figura 6, puede expresarse de la forma siguiente:

Veet¥R5  PB7 PBO Vear*R5
Vo = ~———mmm- G T e B

Rv 1 2 256 Rv:E

donde PB7 es el bit mAs significativo de la PB de la IPP.

La tensién de referencia Vref=7.837 V, se ha obtenido a partir de
una fuente de tensién estabilizada mediante un diodo zémer.

Los valares de salida est&4n asociados al contenido de la PB de la

forma siguiente:

Vo (mild PB (decimal)
-2560 0
0 128
2540 255

El sistema puede por lo tanto generar pulsos con una resolucién de

20 mV, lo cual permite a nivel celular aplicar estimulos de amplitud
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variable en incrementos de 2 mV (Analog Devices, Data Adquisition
Componenfs and Subsystems, 1980),
3.2.4 Decodificador - Demultiplexor (74LS154).

El 74LS154 (National Semiconductor) es un decodificador-
demultiplexor de 4-16 lineas y sirve para activar la sefial CS de las
interfases programables correspondientes al GPP y al Sistema de
Adquisicién. Las entradas al decodificador son los bits de direcciones
A2, ... , A9 y la sefial "address enable" (AEN), (véase figura 6). La
salida Y0 se activa para las direcciones 300H, 301H, 302H y 303H
asignadas a los distintos registros de la interfase del generador de

pulsos (TTL Data Book, 1980).

3.3 Programa y descripcién del sistema.

El programa principal "Anala.Bas" carga inicialmente en el segmento
dé memoria 1COOH el fichero PRUEBAF, escrito en 1lenguaje maquina
(Miéfésoft Corpl. 1681) ., Este fichero contiene todas las subrutinas que
controlan al GPP. En el Apéndice Il se presenta un listado del programa
y de las subrutinas contenidas en PRUEBAF.

Las operaciones que se realizan desde programa se muestran en la
figura 9 las cuales se describen a continuacién. En primer lugar el
sistema se dispone con unas condiciones iniciales consistentes en
programar la interfase en modo 0, situar el PC6 en estado légico "H" y
llevar la salida del GPP a cero voltios. Estas operaciones se realizan
con la SUBRTI que se ejecuta al comienzo del programa “Anala.Bas" (véase
Apéndice ID).

A partir de este momento, y tras la creacién del directorio donde

se almacenaran como ficheros las corrientes iénicas generadas en la
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membrana (Microsoft Corp., 1984), el programa principal solicita los
siguientes parametros:

Parametros generales

Potencial de reposo (HP)

Ganancia del amplificador de “patch-clamp" (GC=1,2,5,10)

Velocidad de muestreo (SR)

Naomero de pulsos de substraccién (M)
Parametros particulares del protocolo del GPP
-~ Nimero de protocolo (B$)
- Amplitud del prepulsa (AP)
- Duracién del pulso (IO
- Amplitud del pulso (&)
- Duracién del prepulsa (DP)
~ Duracioén del 1ntervaib aIm
- "Sub-holding potential® (SHP)

Una vez suministrados los datos del protocolo, se procede a la
generacién del mismo, conjuntamente con la adquisicién y almacenamiento
en RAM de la respuesta. A continuacién, y como se muestra en la figura
9, se lleva a cabo la representacién en osciloscopio de 1la sefial
registrada. Este proceso puede reiterarse modificando algin parametro
del protocolo (véase Apéndice I},

La ejecucién de los protocolos se realiza mediante la ejecucién de

las siguientes subrutinas:

Protocolol1 = -——--- SUBRT1
Protocoleos 2,3 y 4 --——-—- SUBRTZ2
Protocolos Sy 6 —--——- SUBRT3
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Con el fin de poder llamar a estas subrutinas desde Basic, es
necesario realizar una serie de operaciones particulares con el fichero
que las contiene. En el Apéndice III se presentan todos los pasos
llevados a cabo con este fin desde que se escribe el programa con el
Editor (Bradley, 1984; Manual de Basic IBM PC/XT, 1683). El
funcionamiento detallado de estas subrutinas se muestra en los listados
correspondientes en lenguaje ensamblador, contenidos en el Apéndice II.

La generacién del pulso se realiza basicamente mediante lazos de
espera ejecutados con la instruccién "LOOP", en niumero proporcional a la
duracién del mismo. El diagrama de 1la figura 10, muestra este
procedimiento. La subrutinas en lenguaje ensamblador, constan de tres
fases principales que son:

a) Transferencia de parametros desde Basic.

Como las caracteristicas temporales y de amplitud de los distintos
protocolos, excepto el namero 1, pueden\ser variables, los valores que
las definen deben ser introducidos desde Basic. Estos parametros son
transferidos a la subrutina correspondiente a través de la sentencia de
Basic "CALL" desde el oprograma "Anala.Bas". La posicién de los
argumentos de la funcién "CALL" se referencian en ensamblador sumando un
desplazamiento positivo al registro BP del microprocesador, después de
que la subrutina llamada mueva el puntero de pila (SP) actual a BP. Por

lo tanto, las primeras instrucciones de las subrutinas seréan:

PUSH BP ; salva el contenido del registro BP

MOV BP,SP ; se lleva el contenido de SP a BP
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El desplazamiento dentro de la pila de un determinado argumento se

calcula :
Desplazamiento de BP = 2 # (n - m) + 6 (1,
donde
n = nimero de argumentos transferidos
m = posicién del argumento en la lista (m = 1,2,...,1n), contando

desde la izquierda.

Asi pues, para llevar al registro SI del microprocesador, la
direccién del argumento situado en la Gltima posicién en la lista de
argumentos de la sentencia YCALL", se ejecuta la instruccion
¥OV SI, [BP1+6, siendo 6 el desplazamiento dentro de la pila, obtenido
en la expresién (1) haciendo m = n. Analogamente se podrian llevar las
direcgiones de Dtroé argumentos dentro de la lista.

Cuando se acaba la subrutina, se debe ajustar la pila al valor que
tenia al inicio de la misma, operacién que se lleva a cabo con la
instruccién "POP BP". Finalmente, el regreso a Basic se realiza con la
sentencia "RET k", siendo k dos veces el ntmero de argumentos en la
lista (Manual de Basic IBM PC/XT, 1983; Plouin, 1984).

b} Generacién de la amplitud del pulso,
El argumento asociado a la amplitud de la salida al GP se obtiene a

partir de la expresién

AMP = CINT((AM+256)/2) (2
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donde:

AM es la amplitud deseada dividida por 10 expresada en mV

y la funcién "CINT", toma la parte entera del operando.
Siempre que este valor enteroc sea llevado a la PB de la IPP, se generara
una tensién a la salida del convertidor D/A que variard desde -2560 nV
(AMP=0) a 2540 mV (AMP=255),siendo la salida de 0 mV cuando AMP=128.
Esta tensién es la que se aplica a la entrada positiva del convertidor
1/V del amplificador de “patch-clamp", después de ser dividida por 10.

Las instrucciones que se han usado en ensamblador para realizar

esta operacién son las siguientes:
MOV DX,301H ; lleva al registro DX la direcciéon de la PB
MOV AL, AMP i transfiere al registro AL el valor del argumento
asociado a la amplitud del pulso
OUT DX, AL ; comienza la generacién del pulso
¢) Control de la duracién del pulso.

Los valores temporales de los protocolos (duracién del pulso D,
duracion del prepulso DP e intervalo IN), que varian entre 1-1000 ms, se
obtienen mediante lazos de espera controlados por “software". Sin
embargo, este método en el IBM PC/XT presenta tres limitaciones
importantes a considerar, que modifican el tiempo total del lazo de
espera:

1.- Cada 72 ciclos de reloj, el controlador de DMA usa 5 ciclos pard'
refresco de memoria dinadmica. Este hecho se puede tener en cuenta con el
factor 77/72 cuando se calcula el numero de ciclos del lazo.

2.- El reloj del “time of day" interrumpe la ejecucién del programa 18.2
veces/s. Este tiempo puede considerarse despreciable, dado el rango de

duracién de los pulsos que se pretenden generar.
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3.- Los tiempos de ejecucién tabulados de las instrucciones del
microprocesador 8088, no considera normalmente el hecho de que la maxima
velocidad de transferencia en la cola de instrucciones del 8088 es de un
"byte" por cuatro ciclos de reloj. Este factor ha de tenerse en cuenta
en nuestro caso, ya que la instruccién "LOOP", salta a una posicién
anterior de memoria y hace que la cola de instrucciones se vacie. Este
tiempo de llenado de cola se calcula, pues, multiplicando por 4 el
nimero de “bytes" de 1la instrucién a la que se accede con “LOOP"
(Sargent y Shoemaker, 1985).

Con el fin de estudiar la precisién del método empleado en la
generacién de las duraciones temporales, se analiza a ycontinuacién el
programa que actia como nocleo central en los lazos de espera que
determina las diferentes duraciones de pulsos.

Haciendo referencia al diagrama de la figura 6, para generar un
pulso cualquiera, la informacién binaria asociada a la amplitud del
mismo, ha de ser mantenida en el registro de la puerta B de la IFP,
entrada del convertidor D/A, durante un tiempo prefijado. El programa
nicleo empleado, que efectta tal operacién se muestra en la figura 11.

Dado que el rango de duraciones de los pulsos oscila entre 1-1000
ms, se ha empleado la instruccién "IMUL AX", como basica en el lazo, ya
que su tiempo de ejecucién, 128-154 ciclos de reloj, es suficientemente
elevado. Como la duracién exacta de la instruccién depende del contenido
del operando, se carga el acumulador antes de entrar en el lazo con un

valor constante.
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SUBRT PROC
PUSH
MOV
CLI
MoV

MOV

FAR
BP

BP,SP

DX, 301H

DI,(BP1+6

;5e almacena en el registro CX el

;nimero de veces que se ejecuta el

i lazo
MOV
MOV
;Comienza
OuUT
MOV

A: IMUL
LoQpP
MOV
MOV
ouT
iFinaliza
STI
POP
RET

SUBRT ENDP

CX,[DI1]

AL,230

la generacién del pulso
DX, AL

AX,1

AX

A

AL, 128

DX,301H

DX, AL

la generacién del pulso

BP

Figura 11. Programa basico para controlar la duracién de un
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Teniendo en cuenta el namero de ciclos de ejecucién de las
instrucciones, asi como los procesos descritos en los puntos 1 y 3, el
nimero de ciclos teéricos asociados al lazo de espera de la figura 11

vale :

NC = (CX#(M+17)+8)%77/72
donde:

M es el nimero de ciclos de la instruccién “IMUL AX"

CX es el namero de veces que se ejecuta el lazo

Como el tiempo exacto de ejecucién de la instruccién “IMUL AX" no
es conocido, se ha efectuado una estimacién experimental de la duracién
del lazo de espera.

Los valores experimentales obtenidos para las diferentes duraciones
de los pulsos se muestran en la tabla I. La duracién media del lazo
resulta ser de 31.44 us, con una desviacién estédndar de 46.2 ns/ciclo,
lo que representa un error relativo medio de 0.15 % por lazo. Esto
permite determinar el nimerc de ciclos (N.) necesarios para obtener una

duracién D, expresada en ms, a través de la relacién empirica siguiente:

N. = D*1000/31.44

Evaluando esta expresién para valores de duraciones comprendidas entre 1

y 1000 ms, se encuentra un error relativo medio del 0.17 % con un valor

maximo del 0.39 %.
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TABLA I. Valores de la duracién del lazo empleado en el programa

de la figura 11.

CX  Duracién media (ms) Duracién lazo (ys/lazg)

32 1.007 31.47
160 5. 04 31.50
320 10. 05 31.40
480 15.10 31.46

1600 50. 38 31.46
12800 401. 80 31.40
19200 602. 60 31.39
25600 804,20 31.41
32000 1006. 00 31.44
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4. Sistema de Adquisicioén.

4.1 Requerimientos generales.

Las seflales eléctricas que se registran en el laboratorio,
consisten en corrientes debidas al flujo de iones (Ha*,K*,Ca=*, etc.) a
través de 1la membrana celular. Estas corrientes se producen como
respuesta a una excitacién del tipo escalén o pulso rectangular. Las
caracteristicas temporales de estas seflales eléctricas exigen disponer
de varias frecuencias de muestreo en el Sistema de Adquisicién (Cherry,
1080; Travis, 1984), con objeto de poder analizar los diversos tipos de
corrientes, asi como estudiar procesos biofisicos de diferentes cursos
temporales en cada una de ellas.

El Sistema de Adquisicién disefiado permite operar con velocidades
de muestreo seleccionables desde teclado, si bién se utilizan
fundamentalmente 20,50,100 y 200 ps por muestra (Fleming,1986)., En todos

los casos, se adquieren 500 puntos para representar la sefial.

4.2 Esquema y elementos del disefio.
El funcionamiento del Sistema de Adquisicién utiliza el computador
IBM PC/XT como elemento de control de los pulsos de muestreo vy
conversién, El principio de disefio se muestra en el esquema de la figura
12.
El inicio del procesoc de conversién se realiza mediante de una
orden generada en el sistema de estimulacién, sincronizada con la
excitaciéon aplicada (véase el apartado 3.1). Una vez efectuado el

muestreo y conversién, se procede al almacenamiento del dato en los
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‘ INICIO ’

PUNTOS A
ADQUIRIR: X

GEEERACION
ESTIMULO

XUESTREQ

T
CORVERSION

ALMACEHAN.
ER
1pp

TRANSFEREHNC.
A

Figura 12. Diagrama de flujo para control del proceso
de adquisicién y almacenamiento de sefiales.
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registros de la interfase para su posterior transferencia a memoria RAM
del ordenador. El proceso se inicia de nuevo tras una pausa determinada
por un lazo de espera, cuya duracién depende de la frecuencia de
muestreo.

La figura 13 muestra la implementacién electrénica de la etapa de
adquisicién, cuyos componentes se relacionan en el apéndice IV. A
continuacién se describen sus elementos basicos (Jaeger, 1982):

4.2.1 Convertidor analégico~digital (AD578).

El AD578 (Analog Devices) es un convertidor analégico/digital de
alta velocidad con un tiempo de conversién nominal de 5.6 ps. Tiene un
resolucién de 12 bits y estd conectado en modo bipolar para admitir
tensiones entre -5 y 4.9976 V. Para facilitar las operaciones en RAM con
la seflal digitalizada, ésta se almacena en complemento a dos (Analog
Devices, Data Book, 1984).

4.2.2 "Sample and Hold" (AD346).

El AD346 (Analog Devices) es un “sample and hold" de alta velocidad
(2 ys a 0.01%), con un "settling time " de 500 ns (Analog Devices, Data
Book, 1984),

4.2.3 Interfase Periférica Programable (IPP 82554).

La IPP 8255 (Nec. Microcomputers, Inc.) ha sido programada para
trabajar en modo 1. Con este objeto, el byte enviado al registro
control (RC) mediante la instruccién "OUT* es 10111111b, llevandose a
cabo operaciones de entrada mediante "strobe" sobre las puertas A, B y
"handshaking" a través de la puerta C.

Cuando el bit cuatro de la puerta C (PC4) recibe un pulso
"strobe", los datos de la puerta A se almacenan en un “buffer" de

entrada, al mismo tiempo que el bit 5 de la puerta C (PC5) pasa a “1"
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_9V_

15V -15V 5V
-15V, 15V, D.GND. T} i
T A5 31 32 16 LSB 1 [7)
14 11 4 6 A.GND. 30!
A.INPUT sl 1]
Vi RV1 27
—1413  s/m ﬁ 26
AD346 c1
H—F— 2 5 1
17 9 Rv2 24 CaD
‘ = AD578
®V3 STC 21
15v
EOC 20
PC6
PP 36 19 MsB 13 | |
, T 18
SVT T ‘RESET
0 M2 1
6 74121 3
PA7
re fusw sen) e |
M3 IPP PAQ
3 74121 6}-2 8255A
PCS PB7
pC4 312H 311H (——‘——‘
17 pe2 PB4
3 by s D —
ms 15 TS RO A0 Al
74121 ? T T 1 T BUS DE DATOS
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Figura 13. Diagrama general del Sistema de Adquisicién.



indicando que la informacién ha sido almacenada en dicho registro.
Cuando los datos son extraidos de la puerta A este bit pasa a cero,
indicando que ésta puede recibir mis informacién. Idéntico papel

desempefian PC2 y PCl para la puerta B, como se muestra en la figura 14.

DATOS DATOS
STBA STEB
IBFAT 1 l TIB!:"B
!
PA . PC5 PC4 PC2 PC1 PB
|
GRUPO I N GRUPO II
IPP 8255A
RC

Figura 14. Disposicién de la interfase 8255A en modo 1

de operacién.
La seleccién de esta interfase se realiza activando la entrada
CS mediante el decodificador de 1-16 lineas 74LS154, utilizado para la
seleccién de la IPP asociada al generador de pulsos.

En este caso, se emplean las direcciones siguientes:

REGISTROS DIRECCIONES
PA 31QH
PB 311H
PC 312H
RC 313H

4.2.4 Monoestables (74121 National Semiconductor).
- Monoestable M1. Genera pulsos de 2 us de duracién para el

muestreo de la sefial analégica (TTL Data Book, 1980).
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- Monoestable M2. Tiene como misién retrasar el inicio de conversién
500 ns, evitando de esta forma el “"settling time" del "sample and hold®
( Datel Intersil, Data Adquisition and Conversion Handbook, 1981).

- Monoestable M3. Genera el impulso de inicio de conversiém (STC).

- Monoestable M4. Genera una sefial "STROBE", al final de conversién,
con el fin de almacenar en la interfase los datos presentes en las

puertas de entrada A y B.

4.3 Programa y descripcién del sistema.
4,3.1 Descripcién general,

Las sefiales que se registran corresponden a corrientes eléctricas
debidas al flujo de iones generados por las células durante la
aplicacién de un pulso, o bién, las producidas durante el cierre de
canales 16nicos inmediatamente después de finalizar el pulso. En este
segundo caso la duracién de las corrientes no es superior a 200 ms.

La figura 15 muestra esquemdticamente los instantes para comienzo
de conversién en estos dos tipos de estudios. En ambos casos se
adquieren 8 puntos antes del inicio de la corriente de interés, dejando

492 puntos para la definicién de la corriente generada.

IIT

e

II

SHP

Figura 15, Inicios de conversién empleados en las diferentes subrutinas.
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El procedimiento llevado a cabo para efectuar simultéaneamente el
proceso de adquisicién y almacenamiento, asi como la generacién del
patrén de pulsos se describe en la figura 16. Estas operaciones se
ejecutan mediante la suﬁrutina SUBRTP, a la cual acceden las subrutinas
SUBRT2 y SUBRT3 que generan los protocolos. SUBRTZ2 inicia la conversién
en el punto II y SUBRTI3 en el punto III.

Ambas subrutinas son llamadas desde Basic conteniendo, de forma
general, los siguientes parémetros:

- Puntos a adquirir durante la generacién del pulso (PID).

- Puntos que restan por adquirir tras la generacién del pulso (PR).

- Tiempo de espera, después de acabar la adquisicién, para llevar

la salida del Generador de Pulsos a la linea de base (0 V) (TR).

-~ Direccién de almacenamiento de la seflal en RAM (D1).

- Parametro identificativo de 1la frecuencia de muestreo (CO).

- Caracteristicas que definen el protocolo (A, D, AP, DP, IN, SHP).

En ambos casos, después de la adquisicién de 8 puntos, se lleva a
cabo un cambio en la amplitud de la seflal estimulo. El nuevo valor
permanece a la salida del Generador de Pulsos el tiempo que indique la
duracién del pulso cuando sea utilizada SUBRT2 o durante 200 ms en
SUBRTS.

En la SUBRT2, dependiendo del valor de la duracién del pulso (D),
la SUBRTP efectia aperaciones 1ig§ramente distintas, como se muestra en
la figura 16.

a) D 2= OR*Q, 402

donde:

SR = velocidad de muestreo (ps/ﬁuestra)

(w)
1}

duracién del pulso (ms)
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k.
-

INICIO

Fo

PI=D#1000/SR
PR=492-P1

ADQUISICIOR
: 8
PURTOS

CAMBIO
AMPLITUD
PULEO

ADQUISICIOKR
PI
PUNTIOS

FINALIZA
GENERACION
PULSO

AﬁdUISICION
PR
PUNTOS

FIR

D>=SR#, 462
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8
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CAMEIO
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ACAEA
GENERACION
PULSO

FIX

Figura 16. Diagrama de flujo de la subrutina de adquisicién SUBRTP.




Inicialmente se adquieren 8 puntos de la sefial y posteriormente,
492 puntos tras el cambio en la amplitud del estimulo; esperando a
continuacién el tiempo que resta para la finalizacién del protocolo.

Para SUBRT2, este tiempo viene dado por la expresién:

TR = D-SR#0.492

b) D < SR*0,492

El proceso se inicia de la misma forma que el caso anterior con la
adquisicién de 8 puntos, seguido de la generacién del pulso. Mientras
que se realiza éste proceso, se procede a la adquisicién de un nimero de

puntos dado por:

PI = D#1000/SR

tras lo cual, se finaliza la generacién del estimulo y se adquieren los

puntos restantes PR:

PR = 492-PI

En SUBRT3, el proceso seguido es similar al descrito anteriormente en el
caso a), ya que el periodo de anadlisis mAximo (100 ms), no supera los
200 ms. que es el tiempo de actuacién de esta fase. En este caso, el

valor de TR viene dado por la expresién:

TR = 200-SR#0, 492
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Para una correcta ejecucién de SUBRTP, las variables VAR, VAR],
VARZ2, VAR3 y los registros AH y DI empleadas en su ejecucién, deben
contener la siguiente informacién:

Registro  AH: Amplitud del pulso
" DI: Direccién de almacenamiento de la sefial

Variable VAR: Valor del argumento CO

" VARL: o+ " TR
" VAR2: " v " PI
" VAR3: * n " PR

La SUBRT1 asociada al protocolo numero 1, no ha sido incluida en el
anterior estudio por tener unas caracteristicas distintas . En ella,
inicialmente se adquieren 50 puntos antes de comenzar a generarse el
pulso. A continvacién, mientras se aplica éste durante 2 ms, se
adquieren 100 puntos, finalizadndose la operacién con al adquisicién de
los 350 puntos restantes. Siempre que esta subrutina sea empleada, la
velocidad de muestreo SR sera de 20 ps.

En este caso, el Unico argumento contenido en la llamada a SUBRTI,
es la direccién de almacenamiento de la sefial en memoria RAM, puesto que
los demas parédmetros son constantes.

4.3.2 Conversién y almacenamiento.

El proceso de conversién y almacenamiento de la sefial se realiza
mediante las subrutinas SUBRTA y SUBRTAL, que controlan y sincronizan el
sistema de adquisicién.

Estas subrutinas emplean los registros DI, SI, CX, y DX para
disponer de la siguiente informacioén:

a) registro DI: contiene la direccién de almacenamiento de los

‘puntos a adquirir. Con este fin, se define en Basic 'la matriz R1 que
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almacena los 500 puntos. Su localizacién en memoria viene determinada
por el argumento D1

b) registro SI: debe almacenar la direccién de un argumento que
indique la velocidad de muestreo. Se utiliza solo en SUBRTAL

¢) registro CX: contiene el nimero de puntos a adquirir. Su valor
es variable y ha sido determinado en el apartado 4.3.1

d) registro DX: almacena 1la direccién de la puerta A de la
Interfase Periférica Programable.

En el Apéndice II, se presenta el listado de ambas subrutinas
(SUBRTA Y SUBRTAL), y en la figura 17 un diagrama de flujo mostrando las
operaciones que se realizan, las cuales se describen a continuacién de
forma general.

Una vez efectuvada la inicializacién de la IPP para que trabaje en
¥odo 1, y situar a "1" el bit 6 de la puerta C (PC8) de la interfase del
Generador de Pulsos, se inicia el muestreo de la sefial analégica
mediante la. operacién "reset" del mismo. El resto de los pulsos de
miestreo se generan mediante la transicién "H-L" del bit 5 de la puerta
C de la IPP del Sistema de Adquisicién.

Las principales formas de onda que se dan en los distintos
elementos del Sistema de Adquisicién, se muestran en el dlagrama
temporal de la figura 18. La conversién se inicia cuando el pulso
generado en el monoestable M1, dispara al moncestable M3 iniciandose la
conversién, Al final de la misma, la seflal EOC pasa a cero y el
monpestable M4 produce la sefial "strobe", provocando el almacenamiento
de los datos correspondientes a la adltima conversién en la puertas A y B
de la interfase. Esta operacién hace que el bit 5 de la puerta C (PC5) y

el bit 1 (PCl) pasen a "1".
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< IFICIO ’

"RESET" PC6 i“‘

IPP (GEP) DIREC. DI
"SET" PC6 INC. DI
IPP (GPP)

DESACTIVAC. ESPERA

ISTERRUPC.

G )r—

PA 4 AL
AL ACTIVAC.
¢ INTERRUPC.
- DIREC. DI
. FIX
PB 4 AL
INC DI

Figura 17. Descripcién detallada del proceso de adquisicién y
almacenamiento.
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Figura 18. Diagrama temporal de las principales formas de onda del Sistema
de Adquisiciosn.



Cuando la informacién contenida en la puerta A se transfiere al
registro acumulador AL con la instruccién “IN“,‘ PC5 pasa a cero
iniciandose el muestreo y conversién de otro punto. Mientras se realizan
estas operaciones, se transfiere el contenido del registro AL y de la
puerta B, que corresponden al muestreo del punto anterior, a la
direccion de memoria especificada en el registro DI y siguiente. De esta
forma queda almacenado el "byte" mas significativo en la posicién mas
baja de memoria y el menos significativo en la mhs alta y ajustado a la
izquierda.

El programa debe esperar a continuacién un tiempo antes de iniciar
otro proceso de muestreo y adquisicioén. Este tiempo de espera depende
de la velocidad de muestreo (SR) seleccionada. En el caso de que SR=20
ps, este tiempo se obtiene con dos instrucciones “NOP", mientras que
para las velocidades de muestreo de 50, 100, y 200 ps, se consigue con
lazos de espera en nimero variable. El namero de veces que se ejecuta el
lazo depende del valor del argumento CO. Las instrucciones fundamentales
empleadas para efectuar la adquisicién y almacepamiento se muestran en
la figura 19.

Considerando que el lazo "LOOP 186" se realiza CX veces y el
retraso introducido por el controlador de DMA para el refresco de
memoria dinémica, el tiempo estimado en la ejecucién de este proceso

es:
T = (110+17*CX)> %77/ (72%£)

donde f = frecuencia del reloj.

Se ha procedido a una comprobacién experimental de la frecuencia de
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185: IN AL, DX
MOV BYTE PTRIDI], AL
INC DX
IN AL,DX
INC DI
MOV BYTE PTREDII, AL
INC DI
DEC DX
PUSH CX ;se inicia el lazo de espera
MOV CX,[SI]
NOP
[0}
XOP
NGP
NOP
186: LOOP 186
POP CX ;finaliza el lazo de espera

LOOP 185

Figura 19. Instrucciones empleadas para llevar a cabo la

adquisicién y almacenamiento de los datos.
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muestreo, a través de la sefial presente en el bit 5 de la puerta C de la
IPP (véase figura 13), activada cuando se extraen los datos de la PA de
la IPP con la instruccién "IN". El error medio que resulta entre los
valores teéricos y experimentales para el rango de frecuencias empleado
es del 7.5%.

Por lo tanto, se han utilizado los datos experimentales para
determinar una relacién empirica entre el numero de veces que se ejecuta
el lazo "LOOP 186" y la frecuencia de muestreo. La expresién obtenida es
la siguiente:

CX = CINT(SR/3.81-8.12)
donde SR = velocidad de muestreo expresada en pys por punto.

El mAximo valor de SR que se consiguié con esta subrutina (véase
figura 19) fué del orden de 35 ps/muestra, en el IBM PC/XT. Para
aumentar la frecuencia de muestreo a 20 ps/muestra, el lazo de espera de
la subrutina anterior se constituyé con dos instrucciones *NOP".

En estas circunstancias, la repetibilidad de los valores de
frecuencia de muestreo generados (20, 50, 100 y 200 us/muestral), es
totalmente aceptable desde un punto de vista practico. A continuacién se
muestran las desviaciones estandar y los errores relativos, respecto de
la media, asociados a un conjunto de 20 procesos de conversién

efectuados a las diferentes velocidades de muestreo:

Yalor nominal Valores exp. (Media) Desviacién Estdndar Error relativo
20 ps 20.496 ps 0.0519 0.025 %
50 ps 50.88 us 0.0114 0.02 %
100 ps 100.51 us 0.0978 C.001 %
200 us 198.85 us 0.1806 0.0009%
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4.4 Sustraccién lineai.

En cierto tipo de experimentos se requiere la eliminacién de las
componentes lineales (corrientes de fuga y capacitativa) de las
corrientes totales, al objeto de registrar las corrientes iénicas con la
maxima fiabilidad. Para ello, se aplican N pulsos (N=1,2,4), llamados
pulsos de sustracciém, cuya amplitud 