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Fundamento. La investigacién en genémica
funcional de la arteriosclerosis y otras
enfermedades cardiovasculares requiere del
desarrollo de herramientas bioinformaticas que
faciliten la gestion de informacion y, al mismo
tiempo, que sean facilmente accesibles a la
comunidad cientifica. Con este objetivo, este
trabajo pretende ofrecer una solucién sencilla que
resuelva los problemas de comunicacion entre
distintos instrumentos de laboratorio, relacionados
con la amplificacién y la secuenciacion de ADN, y
el andlisis de polimorfismos. Y ademas, que facilite
la preparacién de datos para los estudios
estadisticos ulteriores.

Métodos. Se ha utilizado como instrumento
principal un analizador genético ABI PRISM®
3100, que es un sistema de electroforesis capilar
automatico que puede manejar hasta 16 capilares
de fragmentos de ADN al mismo tiempo. El
desarrollo se ha llevado a cabo mediante las
macros de Microsoft Excel™, utilizando un libro
del mismo como interfaz y area de trabajo. Las
macros se han codificado con Microsoft Visual
Basic™.
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Resultados. Se ha obtenido un conjunto de
macros asociado a un libro de Excel™, denominado
PLATEX, que permite fundamentalmente la
conversion de datos de muestras de ADN para su
secuenciacion y andlisis por herramientas de
software de ABI PRISM® 3100. El tiempo medio de
proceso con macros es de 30 s, frente a las 2,5 h que
puede costar el proceso manual.

Conclusiones. La herramienta desarrollada
acelera determinados procesos de laboratorio en
un factor de 300, se basa en Microsoft Excel™ y es
facil de modificar y adaptar para otros
instrumentos y estructuras de datos.

Palabras clave:

Herramienta bioinformatica. Gendémica funcional.
Comunicacién de instrumental de laboratorio.
Macroinstrucciones. Conversién de datos genéticos.

PLATEX: A BIOINFORMATIC TOOL FOR DATA
CONVERSION IN THE GENETIC STUDY OF
ARTERIOSCLEROSIS

Background. Research on the functional
genomics of arteriosclerosis and other
cardiovascular diseases requires bioinformatic
tools to facilitate data management and, which,
simultaneously, would be easyly accessible to the
scientific community. Accordingly, this work aims
to offer a simple solution to communication
problems between different laboratory
instruments, those used for DNA amplification and
sequencing, and polymorphism analysis. Moreover,
this solution should facilitate data preparation for
further statistical studies.
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Methods. The main instrument used is a Genetic
Analyser ABI PRISM® 3100, an automatic system
of capillary electrophoresis able to simultaneously
manage up to 16 capillaries of DNA fragments. The
bioinformatic tools was develop by means of
Microsoft Excel™ macros using an Excel™ book as
interface and work area; macros were implemented
with Microsoft Visual Basic™.

Results. A macro set associated with an Excel™
book, named PLATEX, was obtained, which mainly
allows DNA sample data conversion for sequencing
and analysis by software tools of the ABI PRISM®
3100. The average processing time with macros
was 30 seconds compared with 2.5 hours spent
with the manual process.

Conclusions. The developed tool accelerates
certain laboratory processes in a ratio of 300, it is
based on Microsoft Excel™, and is easy to modify
and adapt for other instruments and data
structures.

Key words:

Bioinformatics tool. Functional genomics. Laboratory
instrument communication. Macroinstructions. Genetic data
conversion.

Introduccion

La genética funcional es una disciplina relativa-
mente nueva que ha experimentado un espectacu-
lar desarrollo a raiz de los avances en el Proyecto
del Genoma Humano y con la ayuda de la ingenie-
ria médica. La investigacion en esta disciplina, asi
como en otras muchas relacionadas con la medi-
cina, se basa en el manejo eficiente de instrumen-
tos de laboratorio que ejecutan amplificaciones y
cuantificaciones de ADN y anélisis de secuencias y
polimorfismos genéticos. En la actualidad, estos

instrumentos tienen un rendimiento tan alto y ma-
nejan tal cantidad de informacién que deben estar
controlados por un software “incrustado” que asu-
ma las funciones principales para la gestion de la
informacién necesaria y producida por los pro-
cesos quimicos y fisicos que tienen lugar en el
laboratorio. Normalmente los instrumentos de la-
boratorio proceden de proveedores distintos y sus
sistemas de software de control se han desarrollado
para diferentes plataformas estdndar, pero puede
ocurrir que, incluso en el mismo instrumento, no
todos sus procesos estén interconectados para que
se puedan trasvasar los datos.

Por ello, los investigadores en gendmica necesi-
tan soluciones rapidas y simples que ayuden a per-
feccionar la gestién de la informacion y su transva-
se entre procesos e instrumentos. En este sentido,
hay varias alternativas. Algunas de ellas son dema-
siado complejas o costosas de desarrollar; otras
son dificiles de manejar. La bioinformatica, al ha-
ber avanzado en la introduccién de nuevas tecno-
logias y metodologias, permite la construccién de
herramientas simples y potentes basadas en pro-
ductos de software estandar.

El objetivo de este trabajo ha sido la resolucién
de la falta de comunicacién en linea entre ficheros
que contenian los cdodigos y las posiciones de pla-
cas de analisis de secuenciaciéon de 96 o 384 poci-
llos y el software para la coleccion de datos del
Analizador Genético ABI PRISM® modelo 3100,
Este programa utiliza un registro de placa para
asignar a cada placa cédigos de muestra (ID), colo-
res del conjunto de muestras (dye), médulos de eje-
cucién y médulos de anélisis (fig. 1). Por otra par-
te, los capilares de fragmentos de ADN etiquetados
con fluorescencia se recogen en una estructura que
se denomina rejilla PCR y se maneja mediante una
hoja de calculo (fig. 2).

Figura 1. Estructura de datos del registro de placa de fragmentos de ADN. En la columna Well, cada letra (A, B, C, etc.) designa
uno de los pocillos de la placa. En la columna “Color Number”, se incluyen los colores del conjunto “Dye”, (hasta 5). Las columnas

“Sample Name” y “Color Info” contienen informacién inespecifica.
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Figura 2. Estructura de datos de
los fragmentos de ADN etiqueta-
dos quimicamente que contiene la
hoja de calculo de la rejilla de
PCR (son 8 filas de 12 columnas,
es decir, 96 muestras como maxi-
mo, aunque puede haber “faltas”
representadas por “-”).

Los datos producidos por electroforesis se mues-
tran en forma de electroforetograma y, a continua-
cién, se analizan y se guardan como ficheros de
texto simples mediante el subsistema de autoex-
traccién. A cada conjunto de muestras (dve), que
puede tener hasta 5 colores, se le asigna un cédigo
de muestra basado en el registro de placa de frag-
mentos. Estos ficheros son las entradas para el
software de analisis como Gene scan analysis, Se-
quence analysis y Genotyper. Igual que antes, los
c6digos de muestra se basan en el registro de placa
de fragmentos (fig. 3).

En el caso concreto del instrumento ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer, su manual de
usuario' recomienda varios métodos para crear re-
gistros de placa de fragmentos. Algunos de ellos
son automaticos, pero estan basados en programas
o bases de datos obsoletos; el resto no lo son e im-
plican el uso de hojas de calculo y ficheros de texto
libre o delimitados por tabuladores.

En particular, uno de los mas recomendados es
el método 3 descrito de la forma siguiente (fig. 4):

“1) é4brase el fichero de texto delimitado por ta-
buladores provisto mediante Microsoft® Excel™ como
una nueva hoja de célculo; 2) modifiquense los datos
de placa de fragmentos y de muestras, y 3) ciérrese el
fichero guardando los cambios realizados como un fi-
chero de texto delimitado por tabuladores”.

Los analizadores genéticos utilizan a menudo
etiquetas de registros de muestras correspondien-
tes a placas de 96 o 384 pocillos en otras hojas de
célculo de Microsoft® Excel™. Sin embargo, la es-
tructura del registro de datos de estas hojas de cél-
culo es completamente distinta de la de los fiche-
ros de texto requeridos por el software de captacion
de datos para crear el registro de placa de fragmen-
tos. La modificacion de los datos de placa y los de
muestra comporta una gran cantidad de operacio-
nes manuales repetitivas debido al enorme volu-
men de datos para buscar, copiar, pegar y revisar
por cada una de las etiquetas de placa. Por tanto, el
riesgo de error es bastante alto.

La propuesta de los autores consiste en un con-
junto de macros adjuntas a un libro Microsoft® Ex-

Figura 3. Estructura de datos del fichero de placa que es leido por los programas de secuenciaciéon de ADN y anélisis de polimorfis-
mos. Las columnas “Sample Name” y “Color Info” contienen informacién relativa a las etiquetas de cada muestra. El valor “99999”

indica “faltas” en los pocillos.

27

Clin Invest Arterioscl 2004:16(2):53-60 55



COLTELL O, ET AL. PLATEX: UNA HERRAMIENTA BIOINFORMATICA PARA LA CONVERSION DE DATOS EN EL ESTUDIO GENETICO DE LA

ARTERIOSCLEROSIS

| Proceso manual |

?

Modificacion de|
datos de placa |[ €——»
y muestra

Elaboracién
nuevo
registro
de placa

Libro de
rejilla PCR

Libro
Excel
temporal

Registro
de placa

Sistema de
coleccién de datos

l

cel™ que automatizan completamente el proceso
descrito. Este conjunto, denominado PLATEX, rea-
liza algunas operaciones importantes: en primer
lugar, gestiona los ficheros de texto con las mues-
tras de electroforesis, y en segundo lugar, gestiona
las etiquetas y los datos de las muestras, median-

Figura 4. Proceso de conversién
manual que produce los fiche-
ros de datos (registro de placa)
para la secuenciacién y anélisis
de ADN.

te hojas de calculo temporales y especificas, para
asignar cada c6digo de muestra al pocillo y color
dye correspondiente (hasta 5 colores distintos) y
guardar los datos actualizados en un formato espe-
cial. Este formato lo puede importar directamente
el software de captacion de datos.
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Figura 5. Proceso de conversion
que obtiene los ficheros de da-
tos para la secuenciacién y ana-
lisis de ADN.A: proceso manual.
B: proceso automatico.
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Métodos

En esta seccién se describe el software estandar que se ha
utilizado, el instrumental de laboratorio sobre el que se ha
probado, y ademas se presenta la solucién propuesta.

Software estdndar utilizado

El gestor de hojas de célculo Microsoft® Excel™, en sus ver-
siones 97 y 2000, proporciona macroinstrucciones (abreviadas
como macros) soportadas por Microsoft® Visual Basic™, que
es un lenguaje de programacién orientado a objetos y basado
en componentes bastante potente??. Esta tecnologia ayuda a
construir simples pero potentes soluciones para los investiga-
dores que no sean profesionales de la informética. Sin embar-
g0, a pesar de la simplicidad y extensién de las macros, a veces
es necesario poseer conocimientos y experiencia en programa-
cién para la gestién de procedimientos y estructuras de datos
complejos. Este es el caso que se describe en este trabajo, ya
que algunas estructuras de datos utilizadas en el proceso de
conversion son demasiado complejas para manejarlas con las
funciones estandar provistas por Excel™.

Instrumental de laboratorio empleado

El ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer es un sistema au-
tomatico de electroforesis capilar que puede separar, des-
cartar y analizar en una sola aplicacién hasta 16 capilares
de fragmentos de ADN etiquetados con fluorescencia'. La
operacion de este instrumento estd dirigida por una esta-
cién de trabajo que tiene instalado el sistema operativo Mi-
crosoft® Windows NT™. Una camara convierte la informa-
cién de fluorescencia en informacién digital que se procesa
en el software 3100 Data Collection del ordenador. Poste-
riormente, los datos producidos mediante la electroforesis y
procesados por el programa se guardan en la base de datos
del instrumento y se muestran como electroforetogramas; a
continuacion, se extraen de la base de datos y se analizan, y
una vez analizados se almacenan en forma de ficheros de
texto en el disco duro de la estacién de trabajo. Finalmente,
estos ficheros deben procesarse para crear los registros de
placa de fragmentos que son las entradas para el analisis en
los programas Gene Scan Analysis y DNA Sequencing
Analysis.

Tabla 1. Descripcion de las macros que componen PLATEX

ejecucion de
procesos

Categorfa Macro Descripcién
Metamacros ~ ExecConverter Ejecuta las restantes macros
Macros para ~ OpenTemplateFile() ~ Abre el fichero de texto de plantillas y lo formatea como una nueva hoja de calculo. El
proceso de nombre del fichero de plantillas es un pardmetro que se puede cambiar por el usuario
ficheros en las celdas correspondientes del Area de Trabajo de la hoja de calculo
OpenPCRGrid() Abre el libro Excel de rejillas de placa de PCR. El nombre del fichero de placas de PCR
es un parametro que se puede cambiar por el usuario en las celdas correspondientes del
Area de Trabajo de la hoja de calculo
SaveWorkarea() Guarda el contenido del Area de Trabajo de la hoja de célculo para prevenir la pérdida
de los datos cuando se procede a la creacion de los ficheros de registro de placa
TransPlateRecord() Guarda los registros de placa actualizados como ficheros delimitados por tabuladores
con la extension “.plt” segun requiere el software de coleccién de datos. El nombre del
fichero de registros de placa es un pardmetro que se puede cambiar por el usuario en
las celdas correspondientes del Area de Trabajo de la hoja de célculo
SaveEmptyWorkArea() Guarda el Area de Trabajo una vez limpia de datos
CloseTemplateFile()  Cierra el fichero de texto de plantillas
ClosePCRGrid() Cierra el libro Excel de rejillas de placa
Macros para  CopyGrid() Copia las etiquetas de rejillas de placa desde la hoja de calculo de REJILLA de PCR
proceso de datos hacia el Area de Trabajo de la hoja de célculo. Las referencias del rango (celdas
superior-izquierda e inferior-derecha) de la estructura de placa son pardmetros que se
pueden cambiar por el usuario en las celdas correspondientes del Area de Trabajo de la
hoja de célculo
CopyTemplateFile() Copia las columnas de muestras desde la hoja de calculo de muestras hacia el Area de
Trabajo de la hoja de célculo
ClearWorkArea() Limpia el contenido anterior del area de trabajo
Macros para  MakePlateRecord() Asigna cada etiqueta al conjunto de pocillos (dye) o marcadores correspondiente que

esta representado por las columnas denominadas “Sample Name” y “Color Info”.
Normalmente, cada molécula de ADN se etiqueta con una molécula marcadora, pero se
pueden usar hasta cinco pocillos para etiquetar la muestra de ADN. Cada molécula
marcadora se representa por un color diferente (negro, azul, verde, naranja y rojo).
Cuando se utilizan todas las moléculas marcadoras cada etiqueta de muestra se referencia
por rangos de cinco celdas contenidas en las columnas “Sample Name” y “Color Info”
Cada una de las tareas para procesar la asignacion de etiquetas se compone de las
siguientes operaciones atémicas: (1) seleccion de la celda de etiqueta; (2) copia de la
etiqueta; (3) seleccién de cinco celdas en la columna “Sample Name”; (4) pegado de las
etiquetas; (5) seleccion de cinco celdas en la columna “Color Info”; y (6) pegado de las
etiquetas
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Figura 6. Interfaz de la hoja de calculo que actda de drea de trabajo con un ejemplo de la tarea fundamental en que se asignan eti-
quetas de muestra a los conjuntos de muestras. Algunos pardmetros se pueden modificar para permitir el trabajo con distintos fi-
cheros y placas.

Figura 7. Fichero de rejillas de
PCR donde se puede ver la dis-
tribucién irregular de las rejillas.
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Gestor de conversion de datos automdtico identifican muestras en placas de 96 o 384 pocillos (que se deno-
El sistema que se presenta tiene un proceso fundamental en- minan ficheros de rejilla de placa), en ficheros de texto delimita-
cargado de la conversion de ficheros, que contienen datos que dos por tabuladores, que pueden ser importados como registros

Tabla 2. Cédigo fuente de la macro MakePlateRecord

Sub MakePlateRecord()
Macro almacenada en 19/09/2002 por Oscar Coltell

' Bucle externo por columnas: desde “B”(2) hasta “M”(13)
" Bucle interno por filas: desde “2” hasta “9”
Dim plateLeft, plateRigth, plateTop, plateBottom As Integer
Dim rwindex, collndex, rwOffset As Integer
Dim rwIndcopy1, colIndcopy1, rwIndcopy2, colindcopy2 As Integer
plateLeft = 2 '[Const] Columna mas a la izquierda en la Tabla de
' Muestras: “B2” o columna n.°. 2
plateRigth = 13 '[Const] Columna mas a la derecha en Ta Tabla de
Muestras: “M2” o columna n.° 13
plateTop = 2 '[Const] Fila superlor en la Tabla de Muestras: “B2:M2”

' ofilan.°2
plateBottom = 9 '[Const] Fila inferior en la Tabla de Muestras: “B9:M9”
ofilan.9
rwindex = 0 'indice de fila en la Tabla de Muestras: desde 2 a 9
colIndex = 0 'indice de columna en la Tabla de Muestras: desde 2(B)
'a 13(M)
rwOffset = 5 '[Const] Desplazamiento en la Tabla PCR para cada conjunto

de muestras
rwindcopyl = 4 lndlce de fila en la Tabla PCR, columna
“Sample name” (“0”")
colIndcopyl = 15 [Const] Indice de columna en la Tabla PCR, columna
“Sample name” (“0”)
rwindcopy?2 = 4 1ndlce de fila en la Tabla PCR, columna
“Color Info” (“S”)
colIndcopy2 = 19’ [Const]lndlce de columna en la Tabla PCR, columna
“Color Info” (“S”)

For colIndex = plateLeft To plateRigth
For rwIndex = plateTop To plateBottom

Cells(rwIndex, collndex).Select

Selection.Copy

Range(Cells(rwIndcopy2, collndcopy2), _

Cells(rwIndcopy?2 + 4, colIndcopy2)).Select

Selection.PasteSpecial Paste:=xIValues, Operation:=xINone, _
SkipBlanks:= False, Transpose:=False

Cells(rwIndcopy1, collndcopy1).Select

Selection.PasteSpecial Paste:=xIValues, Operation:=xINone, _
SkipBlanks:= False, Transpose:=False

Range(Cells(rwIndcopy1 + 1, collndcopy1), _

Cells(rwIndcopy! + 4, colIndcopy1)).Select

Application.CutCopyMode = False

Selection.ClearContents

' Sila celda de muestra estd EMPTY, pone valores “99999” en las celdas PCR

If Cells(rwIndex, collndex).Value = “” Then

Range(Cells(rwIndcopy2, collndcopy?), _
Cells(rwIndcopy2 + 4, colIndcopy2)).Value = “99999”
Range(Cells(rwIndcopy1, collndcopyl), _
Cells(rwIndcopy!1 + 4, colIndcopy1)).Value = “99999”

End If

rwindcopyl = rwIndcopyl + rwOffset

rwindcopy2 = rwIndcopy2 + rwOffset

Next rwIndex
Next collndex
End Sub
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de placa por el software de capta-
cién de datos (data collection sys-
tem) (fig. 4). El proceso completo
que se expone en la figura 4 puede
ser cubierto por un conjunto de ma-
cros adjunto a un libro Excel™, que
es el gestor del proceso de conver-
si6n de datos. Este libro estd com-
puesto por varias hojas de calculo;
una de ellas sirve como érea de tra-
bajo y ejecuta las operaciones basi-
cas sobre los ficheros (creacion,
apertura, clausura, etc.), y el conte-
nido de las celdas (borrado, copia y
pegado). Este proceso automatico
simplifica un poco la estructura de
ficheros en comparacién con el pro-
ceso manual, tal y como se muestra
en la figura 5.

Este gestor tiene una interfaz
simple para la ejecucién individual
de las macros (a fin de realizar al-
guna tarea atémica del proceso), o
conjunta (para hacer todas las ta-
reas como si fueran transacciones).
La construccién de macros indivi-
duales para ejecutar tareas atémi-
cas ayuda a la depuracién del codi-
go VBasic™ de cada uno de los
moédulos y ademas permite crear
una arquitectura de componentes
donde cada uno se puede modifi-
car o sustituir sin provocar efectos
colaterales sobre el resto (fig. 6).

Descripcién de las macros

Las macros se agrupan en las si-
guientes categorias, segin la natu-
raleza de las operaciones que lle-
van a cabo: metamacros, macros
de ficheros, macros de datos y ma-
cros de procesos. Las metamacros
son aquellas que solamente ejecu-
tan otras macros; las macros de fi-
cheros llevan a cabo operaciones
bésicas sobre ficheros (creacién,
apertura, clausura, etc.); las ma-
cros de datos se encargan de las
operaciones bésicas con los datos
(borrado, copia y pegado), vy las
macros de procesos ejecutan las ta-
reas principales. En la tabla 1 se
expone el nombre y la descripcién
de cada macro agrupada en su ca-
tegoria correspondiente.

Los nombres de los ficheros de
plantilla, rejilla PCR y registro de
placa, asi como las referencias iz-
quierda superior y derecha inferior
de la estructura de datos de la pla-
ca del fichero de rejilla PCR, son
parametros que el usuario puede
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modificar para manejar otros conjuntos de datos; para ello, se
muestran en las celdas correspondientes al drea de trabajo
(fig. 6). El hecho de poder fijar las referencias de celda de la
rejilla de PCR previene los errores debidos a la distribucion
irregular de las estructuras de datos de placa, ya que es el pro-
pio usuario quien detecta la zona de trabajo correcta (fig. 7).

En la tabla 2 se expone el codigo fuente de la macro mas im-
portante del conjunto, denominada “MakePlateRecord”, que asig-
na cada etiqueta al correspondiente conjunto de pocillos (dye).

Resultados

La actividad principal del proceso se compone
de 6 operaciones atémicas por cada etiqueta de
fragmento de ADN. Entonces, para procesar una
placa de 96 pocillos se necesita un total de 576 ope-
raciones, o 2.304 para una placa de 384 pocillos. El
tiempo medio empleado en cada operacién manual
es de 15 s, lo que hace que el tiempo medio en pro-
cesar manualmente todas las celdas en los ficheros
de rejillas de PCR sea de 2,4 h (17.280 s) para las
placas de 96, y de 9,6 h (69.120 s) para las placas
de 384. Si se suma el tiempo necesario para abrir
los ficheros, copiar y pegar el contenido de las cel-
das y guardar los datos actualizados en nuevos fi-
cheros de texto, el tiempo total medio varia entre
2,5y 10 h para cada uno de los tipos de placas
mencionados.

Por otra parte, el tiempo medio medido para eje-
cutar autométicamente el proceso mostrado en la
figura 5, mediante la solucién del conjunto de ma-
cros, es de 30 s para las placas de 96 y de 120 s
para las placas de 384, lo que muestra que dicho
proceso es alrededor de 288 veces mas rapido.

Conclusiones

En este trabajo se presenta PLATEX, un peque-
fio sistema de software para la gestién y la conver-
sién de datos entre diferentes estructuras de datos
para su utilizacién con ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyzer. Este sistema es un conjunto de macros de
Microsoft® Excel™ disefiadas en forma de arqui-
tectura de componentes, cuya interfaz de usuario
es una de las hojas de célculo que componen el li-
bro Excel™ de trabajo.

PLATEX esta distribuido en forma de libro de tra-
bajo para agrupar interfaces, hojas de trabajo y hojas
de parametros en un fichero de objetos (hojas, cel-
das, etc.) y componentes. Cada componente es una
macro que ejecuta una tarea simple, lo que facilita la
modificacién o sustitucién de cada componente de-
bido al cambio de las condiciones externas o la adi-
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cién de nuevas macros. Ademas, ya que las macros
estan escritas en VBasic™ (desde la versién 97), son
a la vez bastante simples y potentes*. Microsoft®
VBasic™ es un lenguaje de programacién orientado
a objetos y que presenta un entorno orientado a
componentes, y cada macro tiene las lineas de ins-
trucciones suficientemente comentadas, de forma
que es facil modificar o crear nuevas para los investi-
gadores que no sean profesionales informéticos. El
entorno proporciona un editor de macros y éstas se
pueden exportar e importar como ficheros de texto®.

El sistema propuesto en este trabajo puede ayu-
dar a los investigadores en genémica funcional, o a
cualquiera que trabaje con instrumental de analisis
de ADN, en la gestién de la gran cantidad de datos
producidos en los procesos de fragmentacion de
ADN. De hecho, desde el punto de vista del rendi-
miento temporal, este sistema es unas 300 veces
mas rapido que si se tuviera que hacer manual-
mente, y completa el proceso en sélo 30 s para pla-
cas de 96 pocillos.

A pesar de que la solucién descrita se ha basado
en un instrumento de laboratorio concreto, su apli-
caci6n puede generalizarse a otros similares, con la
modificacién adecuada de los pardmetros del libro
de trabajo.
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