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RESUMEN

El conocimiento de la interaccion de ciertas moléculas medicinales con la membrana celular es de
especial interés en la biofisica contemporanea. Fendmenos como la aparicion de bacterias
multirresistentes o los cambios a nivel sistémico del cuerpo humano, pueden ser mejor
comprendidos a partir de la elaboracion de membranas sintéticas. La técnica de bicapa lipidica
(BLM) permite analizar la actividad eléctrica que se da a partir del transporte ionico entre dos
compartimientos que simulan el interior y exterior celular. En este trabajo se implementd la técnica
de BLM construyendo un sistema que permitio la realizacién de esta, desde la elaboracién de
perforaciones en laminas de teflon que cumplian con bordes finos, uniformes y de tamafios
aproximados de 100um, hasta el disefio de una recamara en resina donde se formaron membranas
artificiales las cuales posteriormente al utilizar los dispositivos disponibles en el laboratorio se
logré medir corrientes capacitivas en la membrana. La relevancia de este proyecto radica en su
contribucion al entendimiento de los procesos eléctricos celulares en areas de investigacion como
la biofisica, la electrofisiologia y la farmacologia. Ademas, se propuso el desarrollo de un sistema
mas accesible y econdmico para la formacion de membranas y su estudio, lo que facilitara la

investigacion en la Universidad de Antioquia.

Palabras clave — BLM, transporte de iones, corrientes, biofisica, electrofisiologia,

farmacologia.
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ABSTRACT

The knowledge of the interaction between certain medicinal molecules and the cell
membrane is of particular interest in contemporary biophysics. Phenomena such as the emergence
of multi-resistant bacteria or systemic changes in the human body can be better understood through
the development of synthetic membranes. The lipid bilayer membrane (BLM) technique allows for
the analysis of electrical activity resulting from ion transport between two compartments that
simulate the interior and exterior of a cell. In this study, the BLM technique was implemented by
constructing a system that enabled its execution, from creating perforations in Teflon sheets with
thin, uniform edges approximately 100um in size, to designing a resin chamber where artificial
membranes were formed. Subsequently, capacitive currents in the membrane were measured using
the available laboratory devices. The significance of this project lies in its contribution to the
understanding of cellular electrical processes in research areas such as biophysics,
electrophysiology, and pharmacology. Additionally, the development of a more accessible and
cost-effective system for membrane formation and study was proposed, facilitating research at the
University of Antioquia.

Keywords — BLM, ion transport, current, biophysics, electrophysiology,

pharmacology.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades neurologicas, infecciosas y oncologicas son ampliamente estudiadas
actualmente. Una forma de conocer como actdan a nivel sistémico es entender como lo hacen a
nivel celular. En particular, la estructura celular que permite entender la influencia de factores
oncoldgicos como el cambio en la morfologia de la célula, o factores neuroldgicos e infecciosos
que estan relacionados con el intercambio ionico o la reaccidn a estimulos, es la membrana [1], [2],
[3]. Esta estructura esta formada por la unién de una doble capa de lipidos, proteinas y otros
compuestos como el colesterol, los cuales brindan informacion que puede ser Gtil en el diagndstico

o tratamiento de diferentes patologias.

A partir de la creacién de la primera membrana de bicapa lipidica (BLM) in vitro formada
por Mueller, Rudin, Tien y Wescott en 1962, se dio paso a nuevos estudios y a la formacion de
bicapas tanto a partir de lipidos sintéticos como extraidos de tejidos biologicos. Posteriormente, en
1970 Neher y Sakman desarrollaron la técnica de patch-clamp que se centra en la medicion de
corrientes idnicas a través de canales en membranas celulares intactas, aislando un pequefio trozo
de membrana celular utilizando un microelectrodo de vidrio [4]. Méas adelante se fueron aplicando
otras técnicas para formar BLM como la de fusion de vesiculas y la técnica de Langmuir Blodget;
sin embargo, estas técnicas no permiten hacer un estudio de un canal i6nico en un entorno
controlado y definido. Por esta razén existe la técnica de BLM plana que consiste en depositar
lipidos sobre una perforacion en una lamina de teflon, la cual separa dos compartimientos que
simulan el espacio intra y extracelular. En cada compartimiento se ubica un electrodo, lo cual
permite el estimulo eléctrico del sistema y la medicion de la respuesta a partir de la corriente
medida. Esta técnica se usa para medir la funcién de canales idnicos y otras proteinas de membrana

en una bicapa lipidica artificial [5].

Actualmente en la Universidad de Antioquia se han realizado estudios por medio de la
técnica de Langmuir Blodget para medir corrientes ionicas en células intactas; sin embargo, no es
posible aun hacerlo a nivel de Unico canal y en una membrana artificial controlada, es decir
asegurando una doble capa de lipidos y sin presencia de otras estructuras de soporte como sucede

con Langmuir Blodget. Los altos costos de los dispositivos que permiten desarrollar esta técnica
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(i.e., la serie ORBIT de la empresa Nanion) hacen que sea ain mas dificil su implementacion. En
este trabajo se implementd un sistema para usar la técnica de BLM en el laboratorio de Biofisica,
a partir de membranas artificiales, elaboradas con lipidos de origen natural (i.e., fosfietilcolina —
etanolamina) o sintético (DphPC o DphPE) que simulan un ambiente cercano al biologico. Se
probaron parametros en la perforacion de la [amina de teflon sobre la que se depositan los lipidos,
se realizé un protocolo de agregacion de los lipidos que forman la bicapa y el acondicionamiento
de un sistema de transimpedancia que permitié la adquisicion de las sefiales provenientes de la
corriente generada por la presencia de la membrana. Todo lo anterior con el fin de crear un espacio
para futuros experimentos que permitan el estudio de canal idnico Unico y, por lo tanto, el avance

cientifico en las diferentes &reas de interés que hay en la Universidad y en la region.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La formacion de membranas bicapa lipidica (BLM) estables y reproducibles representan un
gran desafio. La técnica BLM consiste en un sistema que permite formar membranas artificiales
de un tamafio microscépico por medio de autoensamblaje de lipidos, en la cual se puede introducir
un canal idnico, dando paso al estudio de propiedades eléctricas y dindmica de los canales. Existen
dispositivos comerciales como el ORBIT de la empresa NANION que facilitan la formacion de
BLM y medir corrientes ionicas, sin embargo, su costo de aproximadamente $68.000 hace que sea

inasequible para algunos laboratorios en Colombia.

Por otro lado, existen otras técnicas que permiten realizar membranas artificiales como lo
son, la técnica de Langmuir Blodgett, la cual consiste en la agregacién de varias monocapas sobre
un sustrato solido dando paso a una doble capa de lipidos, debido a esto puede presentar
limitaciones ya que el sustrato puede influir en su comportamiento, esta técnica es usada para
estudios de superficie y propiedades fisicas. Otra técnica es la de vesiculas, la cual genera
estructuras esféricas formadas por una 0 mas bicapas concéntricas, pero en estas no se tiene un
control preciso sobre el entorno, ademés de que la complejidad de la estructura puede no
representar de forma correcta una bicapa. Estas Gltimas son cominmente usadas en estudios de
encapsulacion de farmacos, transporte evaluando la permeabilidad de la membrana y también
usadas en interacciones de membrana con proteinas y péptidos. Por lo tanto, se requiere de otra

técnica para formar membranas y que sea usada para estudios eléctricos.

A. Antecedentes

Existen métodos clasicos para formar bicapas lipidicas, utilizados para estudiar las
propiedades de las membranas y la actividad de los canales iénicos como lo son las técnicas de
Montal-Mueller (MM) y Mueller-Rudin (MR). En la década de 1960 se desarrollo la técnica de
Paul Mueller y Donald Rudin esta consiste en que sobre una delgada lamina de teflén con una
pequefia abertura que separa dos compartimientos con soluciones acuosas, se aplican lipidos
alrededor de la apertura. Estos lipidos se disuelven en solventes organicos, los lipidos disueltos se

desplazan hacia la apertura y el solvente se evapora formando una bicapa auto ensamblada. Esta
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técnica presenta limitaciones ya que el uso de solventes organicos puede afectar la estructura de la
bicapa, también la estabilidad y el tiempo de vida.

Con el fin de mejorar la mencionada técnica, Marcos Montal y Pierre Mueller en la época
de 1970 hicieron cambios a esta, donde modificaron el solvente usado para disolver los lipidos por
solventes volatiles. Estos lipidos se adicionan en una superficie de agua afiadida en ambos
compartimientos separados por una lamina de teflén con una pequefa apertura. En cada lado de
los compartimientos se forma una monocapa lipidica en la interfaz aire-agua, las cuales por
aproximacion forman una bicapa autoensamblada. Este método permite una mayor precision en el
control del grosor y la composicion de la bicapa. Esta técnica es descrita por Alexandr Chanturiya
en su libro “QUICK START ON BLM TECHNIQUE” [6].

La técnica BLM ha sido implementada por distintos autores como lo hizo J.A Alvarez en
su tesis doctoral en la cual evalu6é la permeabilizacién potencial-dependiente de membranas
lipidicas artificiales con péptidos policationicos. Desarrollo un método de perforacion eléctrica de
laminas de teflon, en el cual se tuviesen perforaciones con bordes finos, regulares y sin quemaduras,
permitiendo la formacion de membranas en dichas aberturas. Posteriormente implemento el

montaje de BLM y midi6 corrientes idnicas para corroborar la formacién de las membranas [7].

Otros articulos recientes permiten evidenciar el uso de BLMs para evaluar la permeabilidad
en modelos neuronales con el fin de mostrar el efecto protector de la melatonina contra el dafio
inducido por los canales idnicos del péptido B-amiloide [8]. Por otro lado, existen estudios donde
se han implementado las BLMs para comprender como las particulas en suspension afectan las
propiedades eléctricas de las membranas [9]. Hay muchos estudios recientes que implementan la

técnica y permiten avances cientificos significativos.
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I11. JUSTIFICACION

La formacion de membranas bicapa lipidica (BLM) se ha convertido en una importante
herramienta en el campo de la investigacion, especialmente en estudios relacionados con la
biofisica, electrofisiologia o farmacologia. Estas membranas artificiales estdn disefiadas para
simular membranas celulares naturales, permitiendo un entorno controlado en el cual se puede
analizar la funcién y dinamicas de ciertos canales i0nicos o proteicos. Disefiar y construir un
sistema que permita la formacion de BLM y la medicidn de corrientes ionicas es significativo en

las areas de investigacion anteriormente mencionadas.

El desarrollo de este sistema es debido a la necesidad de tener un modelo experimental que
permita estudiar la actividad ionica de un solo canal en especifico, las técnicas de vesiculas o
membranas soportadas (Langmuir Blodget) no facilitan este proceso. Las BLMs son capaces de
proporcionar informacion detallada sobre la conductancia y la selectividad de los canales idnicos,
aspectos que son significativos en el desarrollo de nuevos farmacos los cuales pueden regular la
actividad celular. Ademas, la medicién de corrientes idnicas es esencial para entender el
funcionamiento de distintos tipos de células del cuerpo humano como las neuronas y otros tipos de
celulas excitables. Incluso en enfermades como el Alzheimer, se han realizado estudios utilizando
esta técnica con el fin de analizar como actla una proteina especifica de esta enfermedad y cuales
podrian ser futuros tratamientos basandose en la selectividad de esta proteina. Asi mismo en la
biofisica, la formacién de membranas puede proporcionar un modelo experimental para estudiar
las propiedades fisicas y quimicas de las membranas celulares y sus componentes. Un ejemplo de
esto es el estudio de la morfologia de células cancerigenas basado en el ordenamiento y

composicion de los lipidos que conforman la membrana celular.

En conclusion, la técnica de BLM puede brindar avances significativos en el diagnostico y
tratamiento de distintas patologias. Ademas de contribuir en el estudio de diversas disciplinas
cientificas, por lo tanto, ya que actualmente en la Universidad de Antioquia no se cuenta con un
sistema para implementar la técnica BLM, en este trabajo de grado se reproduce esta técnica con
el fin de corroborar una formacion adecuada de la membrana y medir corrientes idnicas, dando

paso a que futuros investigadores puedan aplicarla.
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IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Construir, caracterizar y validar un prototipo de sistema para el estudio de membrana bicapa
lipidica (BLM) en un ambiente in vitro.

B. Objetivos especificos

1. Desarrollar un sistema para la perforacion en Id&minas de teflon con el fin de depositar lipidos
y formar una membrana bicapa lipidica (BLM).

2. Implementar la técnica de BLM sobre laminas de teflon caracterizando parametros importantes
para la formacion de la membrana.

3. Instrumentar y caracterizar el sistema BLM poniendo a punto los equipos disponibles en el
laboratorio de la tecnologia biomédica.

4. Validar la funcionalidad del montaje mediante la utilizacion de combinaciones de lipidos, que

permitan el modelamiento de cardiomiocitos o bacterias.
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V. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La formacidn de bicapas lipidicas (BLM) artificiales ha demostrado ser una técnica esencial en el
estudio de las propiedades biofisicas de las membranas celulares, permitiendo la medicion de
corrientes ionicas y el analisis de la interaccion de diversos compuestos con la membrana. Sin
embargo, uno de los principales desafios en la implementacion de esta técnica es el elevado costo
de los equipos comerciales disponibles, lo cual limita su accesibilidad y aplicabilidad en muchas
instituciones académicas, incluida nuestra universidad. Hasta la fecha, no se ha intentado la
formacion de BLM en nuestros laboratorios, lo que plantea una oportunidad para explorar la
viabilidad de desarrollar un sistema y protocolos especificos que permitan la replicacion y
reproduccion de estas membranas artificiales. Este proyecto busca responder a la pregunta: ¢es
posible construir un sistema para la formacion de BLM y la medicion de corrientes ionicas
utilizando recursos disponibles en nuestros laboratorios? La investigacion se centrard en la
adaptacion y optimizacion de métodos descritos en la literatura para crear un sistema, evaluando
su eficacia. Ademas, se desarrollaran protocolos que permitan la replicabilidad y reproducibilidad
de los experimentos, proporcionando una base para futuros estudios y aplicaciones en nuestra
institucion. Este planteamiento podria abrir nuevas vias para la formacion de estudiantes y la

realizacion de investigaciones avanzadas en un entorno universitario con recursos limitados.
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VI. MARCO TEORICO

La membrana celular es una estructura encargada de separar el contenido interno de la
célula del exterior, la cual tiene como funciones proteger la célula y regular el paso de sustancias
a través de ella. La membrana es una bicapa, constituida principalmente por fosfolipidos, los cuales
constan de dos partes: la parte hidréfila que es un grupo fosfato conocido como “cabeza” y la parte
hidréfoba que son acidos grasos insaturados conocidos como “cola” [10]. El término bicapa hace
referencia a una capa de fosfolipidos la cual se une a otra por medio de su parte hidrofoba, es decir,

las colas. La parte hidréfila (cabeza) queda expuesta al exterior e interior de la célula (Fig. 1).

Phospholipid
bilayer

Hydrophobic tail

Extracellular
ama e o

Intracellular

Hydrophilic head

Hydrophine hesd

Extracellular

Hydrophobic tils

Fig. 1. Estructura y bicapa de fosfolipidos. Una molécula de fosfolipido consta de una “cabeza” de fosfato polar, que
es hidrofila, y una “cola” de lipidos no polar, que es hidréfoba. Los acidos grasos insaturados provocan torceduras en
las colas hidrofobicas (tomada de [10]).

La membrana celular no solo esta constituida por fosfolipidos, sino también por colesterol
y proteinas (Fig. 2), entre las que se encuentran proteinas integrativas y proteinas periféricas.
Dentro de las proteinas integrativas se encuentran las de canal en donde se da el flujo de sustancias,
como: iones Ca2+, Na+, K+ y Cl-, mientras que las proteinas periféricas permiten la adhesion de

sustancias como las hormonas.
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Glycoprotein: protein with Glycolipid: lipid with
carbohydrate attached / carbohydrate
attached

Peripheral membrane
protein

Phospholipid
bilayer
Integral membrane Cholesterol Channel protein

protein

Fig. 2 Membrana celular de bicapa lipidica. La membrana celular es una bicapa de fosfolipidos que contiene muchos
componentes moleculares diferentes, incluidos proteinas y colesterol, algunos con grupos de carbohidratos unidos
[10].

La union de lipidos y proteinas son lo que determina propiedades fisicas de la bicapa como
la fluidez, permeabilidad y presion lateral. Ademas, la presencia de colesterol afecta la micro-
fluidez. Entonces se hace evidente que es importante conocer las clases de lipidos que forman las
membranas. Estos pueden variar segun la longitud y grado de saturacion de su parte hidrofobica o
segun sus grupos R en su parte hidrofilica (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina
y fosfatidilinositol). Todos estos compuestos pueden hacer ain mas complejas las membranas

celulares [5].

Técnicas de formacion de BLM

Las membranas de bicapa lipidica (BLM) se pueden formar artificialmente a partir de una
solucion de fosfolipidos mediante varios procedimientos, entre los que esta el método de pintura o
también llamado membrana lipidica plana (BLP). Este generalmente se realiza en una cAmara con
dos compartimientos separados por una delgada ldmina de teflon o algin material similar que
contengan una perforacién en el centro. En un compartimiento de la cdmara se coloca una solucién
de lipidos en un disolvente, mientras que en el otro compartimiento se coloca una solucion tampdén
acuosa. A medida que se agregan los lipidos en el disolvente, las moléculas de los lipidos se
organizan espontaneamente. Las partes hidrofobicas de los lipidos se unen en la abertura, mientras
que la parte hidrofilica queda expuesta al medio, lo que da lugar a la formacion de la bicapa (Fig.

3). Este proceso resulta en la formacion de una delgada bicapa lipidica autoensamblada que separa
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dos compartimentos (cis/trans) con soluciones distintas, creando asi una estructura similar a una

membrana celular [9], [11].
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Fig. 3 Una ilustracién esquemética de un BLM en un chip a base de teflén con electrodos de Ti integrados [12].

Ademas de estos métodos, es importante destacar que la formacién de membranas de bicapa
lipidicas también puede lograrse mediante otras técnicas como la técnica del Langmuir-Blodgett y
la técnica de transferencia de vesiculas. En la técnica del Langmuir-Blodgett, los lipidos se
extienden en la interfaz aire-agua de una cubeta de Langmuir y luego se transfieren a un sustrato
solido para formar una bicapa lipidica ordenada y uniforme, aunque no en solucién acuosa. Esto
constituye una de las principales limitantes de la técnica, ademas de que por medio de esta al estar
irse agregando sobre un sustrato puede no tenerse control de la cantidad de monocapas que pueden
ser no deseadas. Por otro lado, la técnica de transferencia de vesiculas implica la deposicion de
vesiculas lipidicas sobre un sustrato solido, seguida de la ruptura controlada de las vesiculas para
formar una bicapa lipidica plana. Esta variante de la formacion de bicapas lipidicas ofrece

flexibilidad en términos de controlar la estructura y las propiedades de la bicapa [13].

Estudio de transporte i6nico

Para el estudio de transporte ionico o la permeabilizacion de la membrana, el método de

BLM por pintura ha demostrado presentar ventajas, tales como ser la forma més cercana para
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simular un ambiente vivo debido a que las dos caras de la membrana estan expuestas a soluciones
acuosas. Esto permite el movimiento idnico controlado, dando paso a estudios de transporte o
actividad sobre canales, porinas y otros complejos que formen poro [7]. Ademas, por su tamafio
nanométrico las propiedades resistivas de la bicapa son altas (100 MQ/cm2) [11], [14]. Sin
embargo, una de sus desventajas es la inestabilidad ante perturbaciones eléctricas y mecénicas,
debido a que son estructuras delgadas y fragiles. Para mejorar la longevidad de la membrana se
han desarrollado arquitecturas distintas de BLM como atar la membrana a una superficie sélida o
proteinas; sin embargo, estos métodos pueden empeorar las propiedades resistivas de la membrana
[15], [16].

Una forma de estudiar el movimiento ionico ya sea por difusion o por medio de canales, es
gracias al potencial de membrana (VVm), el cual hace referencia a la diferencia de potencial eléctrico
que se presenta entre el exterior e interior de la membrana celular. El Vm generalmente es negativo
en el interior con respecto al exterior, atrayendo moléculas con carga positiva hacia la bicapa [17].
La membrana celular se puede modelar como un circuito RC (resistencia, capacitor) donde la
bicapa lipidica cumple la funcién de capacitancia mientras que la resistencia hace referencia a los
canales o poros que se oponen o permiten el flujo de iones [6]. Por esta razén para estudios
experimentales se necesita producir el potencial transmembranal utilizando un electrodo en cada
lado de la bicapa lipidica, sumergidos en soluciones salinas y conectados a una fuente de voltaje
que permite un ajuste en la intensidad del potencial eléctrico y la polaridad. Posteriormente se
registra la corriente eléctrica que pasa a través de la membrana con uno de los electrodos conectado

a un circuito de transimpedancia [6], [7].

La doble capa de lipidos se puede modelar como un capacitor de capas paralelas, es decir
que la distancia entre ellas es inversamente proporcional a la capacitancia de la membrana
(Ecuacion 1), por lo tanto, la corriente en la membrana aumenta a medida que su capacitancia
aumenta (Ecuacion 2). La capacitancia va aumentando cuando la membrana se estd formando
debido a que cada capa de lipidos se va uniendo por lo tanto disminuye la distancia entre ellos, del
mismo modo la corriente aumenta, lo que permite visualizar en las curvas de corriente que cuando

esta llega a su punto mas alto, se ha formado la membrana [6].
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Ecuacidn de capacitancia de membrana:

A

Cm = ema (1)
A: Area de la membrana
D: Distancia entre las monocapas
&m: Permitividad dieléctrica de la membrana
Ecuacion de corriente en la membrana:

_ dv

lm = CmE (2)

Aplicaciones de BLM

La técnica BLM ha sido aplicada en diferentes areas de investigacion, como la biofisica, la
electrofisiologia y el descubrimiento de farmacos [9]. Los estudios mas recientes se han hecho
tanto en actividad antimicrobiana o anticancerigena de algunos péptidos [7], [18], [19] como en el
andlisis de enfermedades de Alzheimer o Huntington [1], [3]. En el Alzheimer se ha reportado el
uso de la técnica para evaluar como una proteina especifica de esta enfermedad puede alterarse en
presencia de la melatonina [8], lo que puede permitir un avance significativo en el diagnostico y
tratamiento de esta. Del mismo modo, la técnica se utiliza para la evaluacion de diferentes péptidos
y conocer su influencia en la actividad celular, lo que puede dar paso a la generacion de nuevos

medicamentos para combatir las infecciones u otras patologias.
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VII. METODOLOGIA

La técnica BLM consiste en depositar lipidos sobre una lamina de teflén con una micro
perforacion, la cual separa dos compartimientos. Por lo que para poder realizar esta técnica lo
primero que se hizo fue el disefio de un sistema para perforar laminas de teflon. Lo segundo fue
realizar una recamara en dos tipos de material donde se coloco la Idmina de teflon previamente
perforada, soluciones acuosas Yy lipidos. Por ultimo, se colocaron dos electrodos, haciendo uso de
un osciloscopio y generador de los laboratorios de la tecnologia biomédica, se visualizé la corriente

para verificar la formacion de la membrana bicapa.

Las laminas de teflon usadas eran de dos materiales distintos, teflon blanco y teflon
transparente. El teflon transparente se compré con un espesor de 50um mientras que el teflon
blanco se compré en blogue y se cortdé con un microtomo. EI microtomo Leica RM2125 RTS (Fig.
4) permite hacer cortes entre los 0,5 a 60 pum, estos cortes se hacen de forma horizontal de 25mm
y verticales de 59mm. Se coloca una pieza de teflon blanco y por el movimiento vertical de la pieza

sobre una cuchilla, se cortan laminas de teflon de 50 um.

Fig. 4. Microtomo LEICA, utilizado para cortar tefl6n blanco con espesor de 50um.

7.1. Perforaciéon de Laminas de Teflon

Para obtener laminas de teflon con perforaciones de aproximadamente 100 um de didmetro,
se disefio un sistema de conmutacion con pulsos eléctricos, como se muestra en la Fig. 5. Este

sistema consta de tres etapas principales:
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1. Etapade Conmutacion: Se generan pulsos cuadrados programados en un ARDUINO UNO.
Estos pulsos cuadrados tienen un voltaje pico de aproximadamente 5V, una frecuencia y
duracion programable por el usuario, por lo que se realizé una interfaz del sistema que
permite al usuario seleccionar entre tres frecuencias diferentes (100, 50, 20 Hz) y ajustar la
cantidad de pulsos (10, 1000, 2000). El cédigo se encuentra en el anexo A (ANEXQS).

2. Etapa de Elevacion de Voltaje: Los pulsos generados por el Arduino se conectaron a un
optoacoplador PC817 con el fin de convertir los pulsos cuadrados provenientes del
microcontrolador a pulsos eléctricos aislados, la salida de este se conecté a un MOSFET
IRF840 el cual funcion6 como un interruptor y al conectarse con una bobina de encendido
CELRMIC10009, alimentada a 12V se generd a la salida de la bobina un voltaje
aproximado de 45 kV, este voltaje permitié perforar ldminas de teflon de 50 pum de espesor.
También se agreg6 un diodo de proteccion para evitar autoinductancia proveniente de la
bobina. Como fuente de alimentacion se us6 una fuente comercial disponible en el
laboratorio.

3. Sistema de Perforacién: Mediante impresion 3D, se disefio y fabrico un soporte para sujetar
un electrodo inferior (lamina de aluminio) y un electrodo superior (mina de grafito de 2 mm
de espesor). La lamina de aluminio se conecto a la terminal negativa de la bobina, mientras

que la mina de grafito se conect6 a la salida de la bobina.
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Fig. 5. Diagrama de un circuito para perforacion, controlado por pulsos conmutados.
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7.2 Fabricacion de la recamara

Por medio del software AUTODESK INVENTOR, se disefié una recamara para la
agregacion de los lipidos y soluciones. Se hizo con cuatro compartimentos, con el fin de realizar
dos experimentos en simultaneo, como se muestra en la Fig. 6. Cada compartimiento tiene un
agujero pasante cénico de diametro mayor de 8mm y didmetro menor de 4 mm, también cuenta
con cavidades donde se ubicaron miniagitadores magnéticos para evitar la aglomeracion de los
lipidos. Ademas, un agujero pasante a 45° de la parte superior el cual finaliza dentro de las
recamaras, estos agujeros permitian agregar por medio de perfusion soluciones de lipidos o
soluciones acuosas, segin el método de agregacion deseado para formar la membrana. La
impresion de esta recamara se hizo en dos materiales distintos por medio de una impresora
ANYCUBIC photon mono 2 con resina estandar blanca y con una impresora de hilo con PLA. En
las caras laterales, con el fin de sostener el medio liquido, se usaron cubreobjetos de 20x20mm
adheridos con silicona.

Fig. 6. Esquemaético recamara de BLM.

7.3 Formacion de las membranas

La lamina de teflon previamente perforada se ubico entre dos compartimentos de la
recamara, con un poco de vaselina con el fin de mejorar su adhesion. Para el método de agregacion
por cepillado, se realizo la preparacion de las soluciones de lipidos como se muestra en la Fig. 7.

Primero se disolvieron los lipidos DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) de
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Avanti en cloroformo:metanol, se agregaron en dos viales en relacion de 1 a 4 partes de solucién,
se secaron en presencia de gas nitrégeno hasta evaporar el cloroformo, despues de esto, en el vial
A (el de menor concentracion) se agregé 1mL de Hexano (PanReac) y en el vial B (mayor
concentracion) se agregé 1mL de Dodecano (Sigma-Aldrich). La solucion A, se uso para mejorar
la hidrofobicidad del agujero en la lamina de teflén por lo tanto se pre-cubrid el agujero con esta,
posteriormente se hizo el llenado con medio salino (cloruro de sodio al 0.9%) a cada lado de los

compartimientos, finalmente se agreg6 un poco de la solucién B, sobre el agujero.

Para el método de perfusidn, era necesario un sistema que permitiera el llenado a cada lado
de los compartimientos de manera simultanea, con el fin de que se formara una interfaz aire-liquido
donde los lipidos ordenados sobre la superficie, al ir subiendo el nivel de medio salino llegaran a
un punto de encuentro en la perforacion dando paso a la formacion la bicapa. La preparacion de las

soluciones de lipidos se hacia de igual forma que para el método de cepillado.
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Fig. 7. Diagrama de flujo para hacer las soluciones de lipidos.

7.4 Corroborar la formacion de la membrana

Es posible corroborar la formacion de la membrana de manera optica o realizando la
medicion de las corrientes. Para la forma dptica se usé un estereoscopio el cual permitié ver el

agujero en la ldmina de teflon ya puesta en la recamard, el montaje se muestra en la Fig. 8.
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Fig. 8. Montaje para visualizar de forma dptica la formacion de la membrana.

La otra forma para corroborar la formacion de la membrana es por medio de la medicion de
corriente. Antes de que se formard la membrana se caracterizaron las curvas de corriente
capacitivas y 6hmicas en la recamara, con las laminas de teflon blanco o transparente perforadas y
sin perforar, esto con ayuda de un generador de sefiales y un osciloscopio, disponibles en el
laboratorio de la tecnologia biomédica. Al tener la membrana ya formada se colocaron electrodos
en ambos compartimientos de la recamara con las soluciones y lipidos previamente agregados. Un
esquematico del montaje de BLM se muestra en la Fig. 9, donde se coloca en la mitad de la
recamara, la lamina de teflén con la micro perforacion de tamafio aproximado de 100um y bordes
uniformes, sin quemaduras. En cada lado de los compartimientos se agrega medio salino y se
colocan dos electrodos, en el lado CIS se envia la sefial y en el lado TRANS se leg, lo obtenido. La
sefial enviada es una sefial cuadrada de £25mV con una frecuencia de 1Hz y hasta 100Hz.

Ry %Rdx\, Membrana

m & *, Permeabilizada
—>| N

Cm @C m
C1rcu.1t9 Eléctrico [ Preamplificador DAQ
Equivalente i H
— i =
= i i Amplificador
1 { r iz
Generador
Electrodo J_U_[ de Seiial
de AnggCl\” T— 10-120mV

CIs ) RaNS T
e
B2 ﬂ_) Camara
Luz P =l Lentes
Ko

Fig. 9. Esquematico ideal de montaje de BLM [7]



CONSTRUCCION Y VALIDACION DE UN SISTEMA PARA FORMAR MEMBRANAS BICAPA.... 27

VIII RESULTADOS

Las ldaminas de teflon cortadas por el microtomo y puestas en un microscopio se muestran
en la Fig. 10. El teflon blanco muestra cambios de coloracion lo que puede deberse a imperfectos
del material que al ser cortado puede tener partes irregulares, las ldminas de teflon transparentes

son uniformes en coloracion.

Teflon blanco

Fig. 10. Laminas de teflon transparente y blanco.

El sistema de perforacion para ldminas de teflon se muestra en la Fig. 11, donde se pueden
observar las tres etapas de conmutacion (A), elevacion (B) y por ultima la parte de generacion de
la chispa (C), dénde se muestra también el soporte en su parte fija elaborado en acero inoxidable y
las demas partes impresas en PLA una para sostener la lamina de aluminio y la otra sostiene un
tornillo pasante con dos tuercas que sujetan la mina de grafito. Se caracteriz6 la méxima distancia
a la cual se seguia produciendo chispa con el fin de conocer el voltaje que entrega la bobina de
encendido, teniendo como resultado una distancia de aproximadamente 7mm, en vista de que la
chispa se genera con un estimado de 3kV/mm, se puede decir que la bobina entrega
aproximadamente 21kV. A partir de esto se estimd que la mejor distancia para hacer las

perforaciones fue de 3 mm entre la punta de la mina de grafito y la lamina de aluminio.
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Fig. 11. Sistema de perforacion de laminas de tefl6n.

Las perforaciones sobre las laminas de teflon transparente y blanco de 50 um de espesor se

muestran en la TABLA I. La perforacion en teflén blanco que mas se aproxima a las condiciones

deseadas de tamafio de 100 um y bordes uniformes, es la perforacion de 50 Hz a 1000 pulsos, sin

embargo, cabe resaltar que en el teflén blanco se obtuvieron algunos resultados no deseados como

micro perforaciones alrededor de la perforacion principal. Por otro lado, las perforaciones en teflon

transparente se obtuvieron con bordes uniformes y tamafio deseado, sin micro perforaciones, a los

20 Hz a 1000 pulsos. Este altimo presento mas resistencia eléctrica, por lo que el proceso de

perforacion fue mas demandante. La cantidad de pulsos se definié en 1000 debido a que, para

pulsos de 2000, las laminas de teflon se recogian y no se obtenian perforaciones uniformes. En 10

pulsos las perforaciones que se hacian eran muy pequefias o incluso no se lograban perforar.

Metal- aire

TABLA |
RESULTADOS DE LAS PERFORACIONES
Material Pulsos Frecuencia
Teflon blanco 1000 100 Hz
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1000 50 Hz
1000 20 Hz
Teflon transparente 1000 100 Hz
1000 50 Hz
1000 20 Hz

Nota: Tipos de perforaciones en teflon blanco y transparente, variando la frecuencia entre 20, 50, 100 Hz y a 1000

pulsos. Todas las perforaciones se realizaron en medio seco (metal-aire).

Las perforaciones se realizaron en medio metal-aire y liquido, sin embargo, en medio metal-

liqguido no se obtuvieron buenos resultados ya que el electrolito (0.1M de NaCl) generaba
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guemaduras en los bordes, para las perforaciones en laminas de teflon blanco y en las ldminas de

teflon transparente producia cortes longitudinales, como se muestra en la Fig. 12.

Fig. 12. Cortes no deseados en perforaciones de ldminas de teflén transparente con medio metal-liquido.

Se hicieron 27 perforaciones en cada lamina de teflon blanco y transparente para las cuales, segun
la frecuencia aplicada, el tamarfio fue cambiando como se muestra en la Fig. 13. A medida que se
aumentaba la frecuencia el diametro de la perforacion fue mayor. Las ldminas de teflon blanco
tenian menor resistencia eléctrica por lo que con las diferentes frecuencias y la misma cantidad de

pulsos, los diametros de las perforaciones eran mayores en comparacion con las perforaciones en
las laminas de teflon transparente.

Tamafio de las perforaciones
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Fig. 13. Tamafio de las perforaciones dependiendo de la frecuencia y con la cantidad de pulsos de 1000.

Las perforaciones en la ldmina de teflon transparente a 20Hz, siguen una distribucién normal como
se muestra en la Fig. 14. El valor promedio del tamarfio de las perforaciones es aproximadamente de

85um con una desviacion estandar de 15 pm, lo que se encuentra dentro del diametro adecuado
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para que se formen las BLM. De igual forma existen datos atipicos como perforaciones de tamafios

entre los 60pum lo que puede deberse a fallas en el proceso de perforado.

Distribucion normal - perforacion teflon
transparente 20Hz
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Fig. 14. Distribucién normal de las perforaciones en las lamina de teflon transparente

La recamara, donde se colocaron las laminas de teflon perforadas se imprimi6 en dos materiales
diferentes, el primero fue PLA como se muestra en la Fig. 15 donde por la resolucion de la
impresora, se obtuvo una pieza con rugosidades debido a las capas generadas al imprimirse. El
segundo material usado fue la resina, con la cual se obtuvo una pieza con mejores acabados, una
superficie lisa que facilita la limpieza. Cabe resaltar que la seleccion de estos materiales se hizo

considerando que fuesen hidrofobicos.

A

Fig. 15. Recamaras impresas en 3D para dos materiales A. PLA y B. Resina.

En las perforaciones de la TABLA I, se observé que existen coloraciones alrededor de los agujeros

de las diferentes laminas de teflon. Por esta razon se hizo un analisis de las curvas de corrientes
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Ohmicas y capacitivas para verificar que no existan perforaciones no deseadas debido a los
imperfectos del material. Esto, ademé&s permitio caracterizar las curvas de corriente antes de la
formacion de la membrana. En la Fig. 16, se observan cuatro graficas, en azul se evidencia una
entrada de pulsos cuadrados de £100mV con una frecuencia de 100Hz, la gréafica de teflon blanco
sin perforar muestra una curva de corriente con picos capacitivos, mientras que en la grafica de
teflon blanco con perforacion se observa una curva de corriente con picos capacitivos y 6hmicos.
De igual manera en las gréficas de teflon transparente se observan los mismos picos para la lamina
de teflon transparente sin perforar, mientras que, en la grafica de teflon transparente con una
perforacion, las amplitudes de las curvas de corrientes 6hmicas son mayores que en el teflon

blanco, ademas, las curvas de corrientes capacitivas son mas pequefas.
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Fig. 16. Graficas corrientes 6hmicas y capacitivas en el montaje de BLM con laminas de teflon blanco y transparente
perforado y sin perforar.
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En la Fig. 17 se muestra un diagrama explicativo sobre las curvas de corriente de conduccion
6hmica y capacitiva. Al adicionar a la recamara un medio salino con cargas positivas y negativas
al cual se le aplica una sefial de pulsos, el medio se comporta como un resistor, este produce una
sefial de salida similar a la de entrada con un voltaje menor. Cuando en la recamara se coloca una
ldmina de teflon sin perforar, esta funciona como un capacitor en la cual se acumulan cargas a cada
lado de ella, produciendo una sefial con picos capacitivos positivos o negativos dependiendo de la
sefial de entrada. Si se coloca una lamina de teflon con una micro perforacion, se obtienen picos
capacitivos y 6hmicos debido a que hay un flujo de cargas a través de la perforacion, sin embargo,
también existe una acumulacion de cargas sobre la ldmina, obteniendo una curva de conduccion
con picos capacitivos y corriente 6hmica.

- Sin lamina de teflon:

JUL
N
= o

solucion
salina

— = Entrada

— Salida

\ﬁl.umina de teflon

- Lamina de teflon sin perforar:

-

Fig. 17. Esquema explicativo de conduccion capacitiva y 6hmica.
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La validacion de la formacion de la membrana se realizé con los lipidos DOPE disueltos en
cloroformo y metanol, los cuales se secaron con nitrdgeno gaseoso para evitar oxidacion de los
lipidos, posteriormente se les agregé el hexano y el dodecano y por ultimo se adicionaron en la
recamara donde estaba ubicada la lamina de teflon transparente con una microperforacion de
95.238um. Este montaje experimental se realizo en los laboratorios de la tecnologia biomédica de
la universidad de Antioquia como se muestra en la Fig. 18. El secado de los lipidos corresponde al
montaje A en la figura, mientras que en la figura B, se encuentra el montaje realizado para agregar

los lipidos a la recamara, visualizarla y medir las corrientes.

Nitrogeno
gaseoso

Fig. 18. Montaje del sistema BLM

A un lado de los compartimientos, por medio del generador de sefiales se envié un pulso cuadrado
con £25mV y una frecuencia de 1Hz, la sefial obtenida en el otro compartimiento, se muestra en la
Fig. 19 donde se puede observar que existe un aumento en la amplitud de sefial de voltaje obtenida
a medida que pasa el tiempo, es decir a medida que el Dodecano se evapora y quedan los lipidos
unidos a el teflon.
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Senal filtrada medida en la formacién de BLM

Amplitud [mV]
o

T T
10 20

Tiempo [s]

Fig. 19. Sefial medida en la formacidon de la BLM

Se intento corroborar de forma dptica la formacion de la membrana sin embargo debido a la

resolucion de la camara y el estereoscopio no se logré observar con claridad la presencia de un

anillo de luz.

TABLA L

RESULTADOS DE LA VISUALIZACION DE FORMACION DE LA BLM

Perforacion inicial

Recubierta con solucion de

hexano (5mg lipido/ml

hexano)

Se agrega Dodecano (20 mg
de lipido/ml de dodecano)

Se empieza a evaporar el
Dodecano

IX. DISCUSION

Para realizar BLM, los bordes uniformes y sin quemaduras son caracteristicas cruciales en

las micro perforaciones de las laminas de teflon, ya que de esta manera la adhesion de los lipidos

se hace facilmente. Por lo tanto, la caracterizacion de la chispa que permite perforar las laminas es

importante, la chispa se produce debido a que entre ambos electrodos provenientes de la salida y
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la terminal negativa de la bobina se genera una diferencia de potencial muy alta creando un fuerte
campo eléctrico. Este campo eléctrico es capaz de ionizar el aire en el espacio entre las terminales,
convirtiéndolo en un conductor que genera un flujo de corriente entre un electrodo y el otro [20],
la rigidez del aire para una temperatura aproximada de 24°C y una presion atmosférica de 1 atm es
de 3kV/mm, por lo que se necesita como minimo tener este voltaje de salida de la bobina para
generar la chispa. Por otro lado, la rigidez del teflon esta entre 40k\V/mm a 60kV/mm, por lo que
para perforar una lamina de teflon con un espesor de 50um a una distancia de 3mm entre cada
electrodo se necesita que la bobina entregue un valor minimo de 12kV. Esta corriente se visualiza
como una chispa visible, que es una pequefia descarga eléctrica la cual equilibra temporalmente la
diferencia de potencial y perfora la lamina de teflon.

La cantidad de descargas en un determinado tiempo influye en el tamafio de la perforacién
para las frecuencias de 20, 50 y 100 Hz con una cantidad de pulsos establecida en 1000. Se obtuvo
que a medida que se aumentaba la frecuencia el tamafio de la perforacion aumentaba hasta
aproximadamente los 200um. Se encontr6 una diferencia entre las perforaciones de las lamina de
teflon blanco y transparente, al tener mayor resistencia eléctrica el teflon transparente, el tamafio
de la perforacion fue mas pequefia en comparacion con las del teflén blanco. Esto puede deberse a
que el teflon transparente tiene otros componentes ademas del PTFE, lo que le da mayor resistencia
eléctrica. Para el teflon blanco la mejor perforacion se obtuvo a 50 Hz con 1000 pulsos, ya que los
bordes no presentaban quemaduras muy grandes y eran uniformes, por otro lado, en teflon
transparente la mejor perforacion se obtuvo a 20 Hz con 1000 pulsos. La seleccion entre un teflon
o el otro se hizo debido a que en el tefléon blanco se presentaban en algunos casos micro
perforaciones alrededor del agujero lo que podria afectar los resultados del montaje de BLM. Asi
mismo el tamafio del agujero se establecié en 100um, ya que al tener un menor tamarfio de la micro
perforacion la membrana formada es mas estable y por lo tanto con mayor vida Autil

aproximadamente de 2 horas.

La importancia de la técnica BLM es que los lipidos formen una doble capa, por esta razén
para su formacion la recamara donde se realice el montaje debe ser de un material hidrofébico
como lo es el PLA y la resina, donde la parte hidrofoba de los lipidos se una a las paredes de la

recamara y a su vez a la lamina de teflén soportada en ella. Cabe resaltar que la recamara es
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comunmente elaborada en teflon, sin embargo, debido a la dificultad de maquinado y al alto costo
de este, hacerlo en resina facilito la adquisicion de una recamara sin imperfecciones, con facilidad
de limpieza y de adhesion de los lipidos.

La validacion de la formacidn de la membrana se hizo con lipidos DOPE, estos tienen una
estructura retorcida debido a sus cadenas insaturadas que le ayudan a mantener la fluidez y
flexibilidad de la bicapa, los acidos grasos (“la cola”) de los fosfolipidos son de 16, 18 y 20
carbonos es decir colas largas [21], lo que facilita su autoensamblaje en el agujero de la lamina de
teflon. Para corroborar la formacion de la bicapa, se hizo la medicion de la corriente y también la
observacion con el estereoscopio, sin embargo, para la forma dptica se esperaba visualizar un anillo
de luz como se muestra en la Fig. 20, las bicapas lipidicas planas no reflejan luz y se visualizan
negras después de su formacion, es decir que se esperaba observar entre la lamina de teflén y la luz
un anillo oscuro con pequefio espesor. No obstante, no se logré observar este fenémeno debido a

la resolucidn de la cdmara de microscopio y el estereoscopio.

Fig. 20. Resultados esperados de la formacion de la BLM, de forma éptica [7].

La otra alternativa para verificar la union de los lipidos es calcular la capacitancia, midiendo
corrientes capacitivas, cuando la pelicula de lipidos se adelgaza, es decir que se unen entre si y por
lo tanto disminuye la distancia entre ellos, la capacitancia aumenta. Esto se debe a que al ser
modelada la membrana celular como un capacitor de placas paralelas cuando la distancia entre
ambas monocapa disminuye, la corriente aumenta y por ende la capacitancia, esta ultima es
directamente proporcional al area de la superficie de la membrana y la constante dieléctrica de los
lipidos, e inversamente proporcional a la distancia entre ellos [6]. La capacitancia de la membrana
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puede alcanzar de 100 a 200pF segln el tamafio de la perforacion utilizada [22], las curvas
reportadas en literatura Fig. 21, muestran picos capacitivos que aumentan a medida que el solvente
se evapora Yy los lipidos se unen. En la Fig. 19, debido a la adquisicién de los datos y el montaje
realizado, no se observan picos claros de capacitancia, pero si un aumento en la amplitud de la
sefial a medida que incrementa el tiempo. Esto podria indicar que tal vez no se presenta una
formacion adecuada de la bicapa debido a factores como los dispositivos utilizados para el montaje
0 movimientos mecanicos que pueden afectar la formacion y estabilidad de la membrana. Pero, si

se mejora el protocolo de formacion se podria obtener la membrana deseada.

G

200 pAI ‘
30s :
———

Fig. 21. Curvas esperadas de formacion de BLM [7].
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X. CONCLUSIONES

1. Las perforaciones destinadas a la formacion de la membrana deben tener bordes uniformes
y no quemados, con un tamario entre 50 y 250 um. Esta caracteristica se puede controlar
ajustando la cantidad de pulsos y la frecuencia de la chispa. La perforacion 6ptima se obtuvo
con 1000 pulsos a una frecuencia de 20 Hz, utilizando una I&mina de teflon transparente de

50 um de espesor en un medio metal-aire.

2. Una alternativa viable para el material hidrofébico en la construccion de una camara de
BLM es la resina. Su impresion en 3D ofrece la ventaja de proporcionar acabados
superiores, con capas lisas que facilitan la limpieza. Ademas, la precision y personalizacion
que permite la impresion en 3D aseguran una fabricacién mas controlada y reproducible de

la cdmara, optimizando asi el rendimiento y la consistencia de las membranas formadas.

3. Aungue no se puede concluir con certeza la correcta formacion de la membrana, el aumento
observado en la corriente sugiere resultados prometedores. Con la mejora del protocolo y
los dispositivos, es posible lograr la obtencién de una membrana reproducible, elaborada
con lipidos DOPE.
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XI. RECOMENDACIONES

Continuar afinando el protocolo de formacién de la membrana, enfocandose en los parametros que
afectan directamente la calidad y reproducibilidad de la membrana. Experimentar con diferentes
combinaciones de lipidos, e implementar antioxidantes como la vitamina E para ayudar en la
preservacion de la calidad de los lipidos y ajustar las condiciones experimentales para obtener
resultados consistentes.

Mejorar los dispositivos utilizados o usar dispositivos con filtros de ruido que permitan una mejor
adquisicién de las sefiales, ademas de usar elementos anti vibratorios para que no se afecte la
estabilidad de la membrana.
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ANEXOS

Anexo A. Cédigo en ARDUINO para la seleccion de pulsos y frecuencias de conmutacion.

#include <LiquidCrystal.h>
LiquidCrystal lcd(A@, Al, A2, A3, A4, A5);

#include <Keypad.h>
const byte filas = 4;

const byte columnas = 4;

char matriz[filas][columnas] = {

{ lll) 2‘) 3 J IA' }J
{'a', 's", '6", 'B' ),
{ l7l) 8‘) I9 J IC' }J
{ l*l) @l) # J ID' }J

}s
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byte pinesFilas[filas] = { 9, 8, 7, 6 }; //Pines donde van conectadas 1las
filas del teclado

byte pinesColumnas[columnas] = { 5, 4, 3, 2 }; //Pines donde van conectadas las
columnas del teclado

//Inicializo el teclado con el numero de filas, columnas, los pines del Arduino
utilizados y la matriz

Keypad teclado = Keypad(makeKeymap(matriz), pinesFilas, pinesColumnas, filas,
columnas);

char pulsacion;
char frecuencia;
char pulso;

char salir;

char fr;

char pul;

int fre = 20;
int puls = 1000;

void setup() {
lcd.begin(20, 4); // Inicializa la pantalla LCD: 16 columnas y 2 filas
pinMode (11, OUTPUT);
digitalWrite(11l, HIGH);
intro_0();
Serial.begin(115200);

void loop() {

pulsacion = teclado.getKey();
Serial.println(pulsacion);

if (pulsacion == 'A") {
menuA();

¥

if (pulsacion == 'B') {
menuB();

}

if (pulsacion == 'C") {
menuC();

}

}

//INTRO ©//
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void intro_0() {

lcd

lcd.

lcd.
lcd.
lcd.
lcd.

lcd

lcd.
lcd.

.clear(); // Limpia la pantalla LCD
setCursor(®, ©); // Establece la posicidn del cursor en la fila 1, columna

print("Ingresar");
setCursor(e, 1);
print("A. Frecuencia");
setCursor(0, 2);
.print("B. Pulsos");
setCursor(@, 3);
print("C. Iniciar");

pulsacion = teclado.getKey();

//MENU//

void menuA() {

lcd.
lcd.
lcd.
lcd.
lcd.
lcd.
lcd.
lcd.

clear();
print("Frecuencia Hz");
setCursor(@, 1);
print("1. 100 Hz");
setCursor(@, 2);
print("2. 50 Hz");
setCursor(@, 3);
print("3. 20 Hz");

while (pulsacion != @) {

.F

r = teclado.getKey();

if (fr == "1") {

}

fre = 100;

lcd.clear();
lcd.setCursor(2, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print(fre);
lcd.print(™ Hz");
delay(1000);

intro_0();

if (Fr == '2') {

fre = 50;

lcd.clear();
lcd.setCursor(2, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print(fre);
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lcd.print(" Hz");
delay(1000);
intro 0();

¥

if (fr == '3") {
fre = 20;
lcd.clear();
lcd.setCursor(2, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print(fre);
lcd.print(" Hz");
delay(1000);
intro_0();

¥

if (Fr == "*') {
lcd.clear();
lcd.setCursor(2, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print("*");
pulsacion = teclado.getKey();
intro_0();

void menuB() {
lcd.clear();
lcd.print("Pulsos: ");
lcd.setCursor(e, 1);
lcd.print("1. 10");
lcd.setCursor(oe, 2);
lcd.print("2. 1000");
lcd.setCursor(oe, 3);
lcd.print("3. 2000");

while (pulsacion != 0) {
pul = teclado.getKey();

if (pul == "1") {
puls = 10;
lcd.clear();
lcd.setCursor(1l, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print(puls);
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lcd.print(" Pul");
delay(800);
intro 0();

¥

if (pul == "2") {
puls = 1000;
lcd.clear();
lcd.setCursor(1l, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print(puls);
lcd.print(" Pul");
delay(1000);
intro_0();

¥

if (pul == '3") {
puls = 2000;
lcd.clear();
lcd.setCursor(1l, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print(puls);
lcd.print ("™ Pul");
delay(1000);
intro 0();

¥

if (pul == "*") {
lcd.clear();
lcd.setCursor(3, 1);
lcd.print("Selecciono ");
lcd.print("*");
pulsacion = teclado.getKey();
intro 0();

void menuC() {

lcd.clear();
lcd.setCursor(5, 9);
lcd.print("Perforando");
lcd.setCursor(8, 1);
led.print("...");
lcd.setCursor(1l, 2);
lcd.print("Frecuencia: ");
lcd.print(fre);
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lcd.setCursor(1, 3);
lcd.print("Pulsos: ");
lcd.print(puls);

double delay time = 1000.0 * 0.25 / (fre);
for (int 1 = 0; i < puls; i++) {
digitalWrite(11, HIGH);
delay(delay time);
digitalWrite(11, LOW);
delay(delay time);
digitalWrite(11, HIGH);
if (i == (puls - 1)) {
delay(500);
intro 0();
}
}
}

Anexo B. Planos de la recamara de BLM
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Anexo C. Disefio PCB




