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RESUMEN 

El objeto de este trabajo ha ·sido 
desa rroll ar un método que permite• 
determinar, en poblaciones 
celulares, el número de elementos 
que ha de poseer una muestra 
de tejido para que los resultados 
obtenidos a partir de ella sean 
representativos de toda la población. 
Esto se consigue mediante la 
aplicación de una fórmula 
estadística, previa realización de un 
muestreo inicial. 

Introducción 

La ciencia de la Estereología ha 
resuelto numerosos problemas en la 
investigación del Sistema Nervioso. 
Los diversos aspectos que pueden 
ser estudiados mediante procedi
mientos estereológicos han sido 
ampliamente revisados por diferen
tes autores 4, s, 7, o, i2, 13, 14 • 

. La mayor parte de las investiga
c10nes estereológicas realizadas en 
poblaciones neuronales se llevan a 
cabo sobre muestras más o menos 
reducidas de células nerviosas. Un 
aspecto importante, cuando se ana
liza solamente una pequeña propor
ción de la población, se refiere al 
número de elementos celulares, que 
deben poseer las citadas muestras, 
para que los resultados sean esta
dísticamente representativos de 
toda la población 15 . Por ello, en el 
presente trabajo describimos un mé
todo que garantiza la elección de 
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muestras representativas de toda la 
zona estudiada, en los estudios este
reológicos sobre regiones del Siste
ma Nervioso. 

Una de las regiones del Sistema 
Nervioso Central que ofrece mayor 
complejidad para los estudios este
reológicos es la corteza cerebral, 
tanto por su extensión y heteroge
neidad como por la irregularidad de 
su distribución. Efectivamente, en 
la corteza cerebral se pueden distin
guir numerosas áreas con diferente 
citoarquitectonía, a la vez que existe 
una laminación horizontal en capas, 
cada una de las cuales presenta 
unos caracteres neuronales específi
cos. Por esta razón, es conveniente 
referir las determinaciones estereo
lógicas a capas y áreas corticales 
concretas. Así, en este trabajo, el 
método para la elección de mues
tras representativas de una pobla
ción neuronal ha sido desarrollado 
tomando como ejemplo la capa V 
del área estriada del gato, en la que 
se han llevado a cabo recuentos 
neuronales significativos para llegar 
a determinar el valor de la densidad 
neuronal en la citada capa. 

Material y métodos 

Las medidas efectuadas para el 
desarrollo del método que vamos a 
describir se llevaron a cabo sobre 
cortes histológicos de cerebro de 
gato. Después de la perfusión, el 
cerebro se fijó en solución de Car
noy, durante 10 días, y se incluyó 
en parafina, obteniéndose a conti
nuación cortes frontales seriados de 
15 µ de grosor, correspondientes a 
la región visual del cerebro, lús cua
les fueron teñidos mediante la técni
ca de Nissl. 

En los cortes así obtenidos se ha 
determinado, mediante procedí-

mientas estereológicos de proyec
ción y planimetría, el volumep total 
(V) ocupado por la capa ganglionar 
del área estriada. Una vez efectua
da esta determinación, para poder 
calcular la densidad neuronal me
dia en la citada capa, se hace pre
ciso realizar recuentos neuronales. 
Con este objeto se utilizaron aumen
tos de 200x y se tomó el nucléolo 
como unidad de recuento. 

1. Campos de recuento y 
distribución en columnas 

Por medio de una retícula ocular, 
se han delimitado campos rectangu
lares de 120 µ x 30 µ en la imagen 
microscópica. Tales campos han 
constituido las unidades sobre las 
que se llevaron a efecto los recuen
tos. Como es lógico, los campos de 
recuento son unidades de volumen, 
puesto que a las dos dimensiones 
especificadas hay que añadir una 
tercera, que viene determinada por 
el grosor del corte . En consecuencia, 
los recuentos se han efectuado . so
bre campos geométricos de 120 µ x 
x 30 µ x 15 µ, cuyo volumen es, por 
lo tanto, de 54000fl 3 • 

Siguiendo el método descrito por 
Haug y cols. 9 , los campos geomé 
tricos, sobre los que se contabili 
zan neuronas, se ordenaron en se
ries perpendiculares a la superfi
cie de la capa analizada, formando 
así columnas que se extienden des
de el límite superior hasta ellímite 
inferior de la capa (fig. 1). El núme
ro de campos de recuento existente 
en una columna depende de la altu
ra de la capa cortical en el nivel 
correspondiente. La elección de co
lumnas para efectuar recuentos se 
hizo al azar en los diversos cortes 
histológicos ex aminados. 

REVISTA DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE NAVARRA 53 



CAPA V 

B 

Fig. l.-A. Representación tridimensional de un corte histológico de cerebro de gato, en el que se 
señala la zona correspondiente al área estribada, indicándose mediante el punteado la capa V. 
B. Esquema correspondiente al pequeño recuadro indicado en A, en el que se ha representado 
una columna constituida por cinco campos de recuento, en cada uno de los cuales queda conte
nido un cierto número de neuronas. 

2. Consideración de la zona 
nerviosa como una población 
de campos de recuento 

Para llevar a cabo un adecuado 
tratamiento estadístico de la zona 
nerviosa estudiada, concretamente 
la capa V del área estriada, y poder 
establecer la densidad neuronal 
existente en ella, hemos supuesto a 
esa capa constituida por campos 
geométricos, como los establecidos 
para realizar los recuentos, cada 
uno de los cuales contendrá un cier
to número de neuronas. La finali
dad pretendida consiste entonces en 
determinar el número medio de 
neuronas por campo de recuento, 
para lo que es imprescindible reali
zar un muestreo en la zona objeto de 
estudio. Previamente se ha de cono
cer el número total (N) de campos 
geométricos albergados en ella. Su 
cálculo se limita a relacionar el 
volumen total (V), obtenido con 
anterioridad, y el volumen que 
ocupa cada campo geométrico 
(54000 µ 3 ). 

3. Determinación del tamaño 
de la muestra 

Ahora se nos plantea el problema 
de conocer sobre qué cantidad (n) de 
campos hemos de efectuar recuen
tos para que la muestra tomada 
resulte representativa del número 
total (N) de la población. Para solu
cionar esta dificultad hemos intro
ducido el método estadístico para la 
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determinación del tamaño de una 
muestra, descrito en los tratados de 
Azorín-Poch 1 y Cochran 2 , adaptán
dolo al caso concreto de poblaciones 
neuronales. Según este método, el 
número (n) de campos geométricos 
sobre los que hay que_ efectuar 
recuentos, para que la densidad 
neuronal obtenida a partir de ellos 
sea representativa de toda la pobla
ción, viene dado por la expresión: 

N k 2 S2 

n= 
N e2 + k 2 S2 

En ella, "N" es el número total de 
campos determinados con anteriori
dad y "k" es una constante que 
representa la desviación correspon
diente a un determinado nivel de 
confianza. Cuando la población 
sigue una distribución normal, esta 
constante toma el valor de la t de 
Student para el nivel de confianza 
con que se trabaje. Si no es este el 
caso, para calcular el valor de "k" 
es necesario tener en cuenta la desi
gualdad de Chebyshev. "S2" es la 
cuasi-varianza de la población y 
"e" representa el error máximo que 
queramos admitir para el número 
medio de neuronas por campo de 
recuento. 

De los datos que intervienen en la 
fórmula antedicha, "S2 " no es cono
cido, puesto que se trata de un valor 
que debe ser obtenido mediante el 
muestreo. Por otra parte, el error 
máximo admisible, "e", se establece 
a voluntad del investigador; pero 
para concederle un valor adecuado 

es preciso conocer de forma previa 
el número medio aproximado de 
neuronas por campo. Esto se consi
gue mediante la realización de 
recuentos sobre un pequeño número 
de campos (nP). que constituyen una 
muestra inicial o piloto. Así se llega 
a determinar, en la citada muestra 
piloto, el número medio de neuronas 
por campo (mp) y la cuasi-varianza 
(u P 2 ). Esta última es tomada como 
una aproximación de la cuasiva
rianza de toda la población (S2

). 

Además, tomando como referencia 
el valor "mP", se establece el error 
máximo con el que deseemos traba
jar. En estas condiciones, ya se pue
de utilizar la fórmula anteriormente 
expuesta, determinando así el nú
mero de campos de recuento que 
debe poseer la muestra elegida, pa
ra que los resultados obtenidos en 
ella sean representativos de toda la 
población. Lógicamente, "n" ha de 
ser un número natural y, por tanto, 
habrá de tomarse el valor entero 
más aproximado al obtenido. 

4. Recuentos en la muestra final 
y determinación de la 
densidad neuronal 

Ahora, se escogen al azar "n" 
campos geométricos, distribuidos en 
columnas, que vienen a constituir la 
muestra final o real sobre la que se 
llevan a cabo recuentos, de los que 
obtenemos finalmente el número 
medio de neuronas existente en 
cada campo (m) y su cuasi-varianza 
(u 2 ). El valor "m" es tomado enton
ces como número medio de neuro
nas por campo de toda la población, 
mientras que a partir de u 2 se cal
cula el error estándar o de muestreo 
( S m) del citado número. 

Para corregir los errores por 
exceso, introducidos en el recuento 
como consecuencia del secciona
miento de algunos nucléolos, se ha 
utilizado el método de González
Parej a y cols. 5 , para lo cual se 
determinó el diámetro nucleolar 
medio a partir de medidas efectua
das en los nucléolos contabilizados. 
Así, se obtiene finalmente el valor 
corregido de densidad neuronal 
(DN), expresada en neuronas/campo 
de recuento, que fácilmente se 
transforma en el modo de expresión 
más corriente de neuronas/l O 6 µ 3

. 

Resultados y comentario 

El método descrito en el anterior 
apartado ha sido aplicado, como ya 
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Tabla I. RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS PILOTO Y FINAL, Y DENSIDAD 
NEURONAL CALCULADA A PARTIR DE ELLOS 

CAPA V 

V=25.43lmm3 

MUESTRA PILOTO 

n P = 200 campos 
(7 64 neur.) 

mp = 3,820 neur./campo 

ap 2 =2,337 

e= 0,050 neur./campo 

n = 3.564 campos 

N = 470.944 campos 

MUESTRA FINAL 

n = 3.564 campos 
( 13.655 neur.l 

m = 3,831 neur./campo 

a 2 = 2,525 

Sm=0.0127 

D nu - J ,82 7 

DN = 3,501 - 0,025 neur./campo 

DN = 64,833 ~ 0,463 neur./10 6 fl 3 

Queda expresado el volumen total (V) de la capa V del área estriada y el número de campos 
N) que se suponen contenidos en ese volumen. Asimismo se recogen los datos obtenidos de 
os recuentos neuronales llevados a cabo en la muestra piJoto {para calcular el tamaño, n, de 
a muestra final) y en la muestra final. Por último, se señalan los valores corregidos de densi

l:lad neuronal (DN) 

se indicó, en la población constitui
da por la capa V del área estriada 
del gato . Los resultados obtenidos 
quedan resumidos en la tabla I. En 
ella se indica el volumen total (V) 
que ocupa la mencionada capa. En 
ese volumen estarían contenidos un 
total de 4 70944 campos de recuen
to; éste es, por tanto, el tamaño (N) 
de la población. 

Así pues, se efectuaron recuentos 
neuronales sobre una muestra final 
de 3.564 campos, que quedan resu
midos en el histograma de la figura 
3, lo que ha supuesto contabilizar 
13.655 neuronas . La media (m). 
obtenida de estos recuentos, es 
3,831 neuronas/campo , con un 
error standard de 0,027, como se 

indica en la tabla I. En ella se reco
ge también el diámetro medio de los 
nucléolos contabilizados (D nu ). que 
hemos utilizado para efectuar la 
oportuna corrección de "m", si
guiendo el método de González
Pareja y cols. 5 • Se obtiene así, por 
último, el valor medio de densidad 
neuronal (DN) de la capa V, que 
expresamos finalmente en neuro
nas/l O 6 p 3 • Esta densidad neuronal 
media es representativa de toda la 
población objeto de estudio, ya que, 
como hemos explicado, la muestra 
sohre la que se efectuaron los 
recuentos también lo era. 

Entre los aspectos técnicos segui
dos para el recuento en el presente 
trabajo , merece comentarse la dis
tribución de los campos de recuento 
en columnas. Esta ordenación, 
basada en el método descrito por 
Haug y cols . 9 para determinar la 
densidad neuronal en corteza cere-
bral, permite asegurar que el 
recuento se realiza uniformemente 
en todos los niveles de profundidad 
de la capa, lo que impide escoger 
mayor número de campos en un 
nivel que en otro. Así se evitan erro
res que podrían cometerse si hubie
se diferencias de densidad en distin
tas profundidades de la capa corti
cal. 

Pero el objeto fundamental del 
presente trabajo ha sido establecer 
un sistema de investigación que per-

De los recuentos neuronales efec
tuados sobre una muestra piloto de 
200 campos geométricos, que conte
nían un total de 764 neuronas, se 
han obtenido los resultados que se 
reflejan en el histograma de la figu
ra 2, pudiéndose apreciar que la dis
tribución es normal. A partir de 
estos recuentos se ha determinado 
el número medio de neuronas (m r ) 
existente en cada uno de los 200 
campos analizados y su cuasi
varianza (a P 

2
). Se consideró como 

error máximo admisible (e) un nú
mero de 0,05 neuronas/campo , que 
viene a representar poco más del 
1 % de m P • Teniendo en cuenta 
todos estos valores y aplicando la 
fórmula para determinar el tamaño 
de la muestra, hemos encontrado 
que para que ésta sea representati
va de toda la capa V del área estria
da, ha de contener al menos 3564 
campos de recuento . En este cálculo 
hemos tomado k = 1, 9 6, puesto que 
se ha considerado un nivel de con
fianza del 95 % y, siendo la distribu
ción normal. como se aprecia en la 
figura 2, se utiliza como valor de k, 
el de la t de Student. 

MUESTRA PILOTO 

191 

Número 
campos 

50 

'º 
20 

10 

o 2 5 7 8 9 

mP = 3,820 neur./campo 

a/= 2,337 

Neur./campo 

Fig. 2.- Histograma en el que se resumen los resultados obtenidos de los recuentos efectuados en 
la muestra piloto. Como se ve, la distribución es normal. 
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MUESTRA FINAL 
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m = 3,831 neur./campo 

a 2 = 2,525 
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Fig. 3.-Histograma correspondiente a los recuentos llevados a cabo en los campos geométricos 
que constituyen la muestra final. Igual que en la muestra piloto, la distribución resulta normal. 

valor que iría tomando "n" en 
poblaciones que, manteniendo cons
tantes la varianza (S 2 ) obtenida en 
este trabajo y el error máximo (e) 
que hemos admitido, fueran dispo
niendo de un tamaño (N) creciente. 
Se aprecia que, conforme aumenta 
"N", se hace mayor "n"; pero este 
aumento es mucho más llamativo 
cuando pasamos de N = 1.000 a 

N = 10.000, que cuando la pobla
ción es suficientemente grande. Así, 
entre el caso de N = 470.944 (tama
ño de la capa analizada en este tra
bajo) y el de N = 1.000.000, sólo 
hay una diferencia, para los valores 
de "n" de 14 campos; es decir, en 
una población que sería más del 
doble de la examinada en nuestro 
estudio, el tamaño de la muestra 
casi no sufriría variación. Esto nos 
viene a indicar que, en poblaciones 
suficientemente grandes, aunque 
aumente mucho su tamaño, la 
muestra representativa de toda la 
población es casi la misma. 

Por lo que se refiere a la cuasi
varianza (S 2 ), la tabla II nos mues
tra varios casos de valores diferen
tes, manteniéndose constantes "N" 
y "e". Se aprecia que cuanto mayor 
es este parámetro, mayor resulta el 
tamaño de la muestra que se ha de 
elegir. Ello es lógico, puesto que la 
varianza constituye un índice de la 
homogeneidad o heterogeneidad de 
la media. Por lo tanto, en poblacio
nes con mayor varianza, es decir 
más heterogéneas, la muestra habrá 
de ser más grande para que resulte 
representativa del total. 

En cuanto al error máximo (e), se 
trata de una variable que se estable
ce a voluntad del investigador. Lógi
camente, como se aprecia en la 
tabla II, cuanto menor sea el error 
que admitamos, mayor habrá de ser 
el tamaño de la muestra elegida. 
Pero este factor, por encontrarse 
únicamente en el denominador de la 
fórmula que calcula "n", influye en 
un grado considerable sobre el valor 
del tamaño de la muestra. Así, pode
mos comprobar que al pasar de 
e= 0,1 a e= 0,01, es decir al dismi
nuir el error a una décima parte, el 
valor de "n" aumenta casi 100 
veces (de 896 a 75.404). Por ello, 
aunque es deseable que el error sea 

mita asegurar que los resultados 
obtenidos a partir de medidas efec
tuadas sobre muestras de una zo
na nerviosa, son estadísticamente 
representativos de toda la zona. 
Autores como Ebbesson y Tang 3 , 

Konigsmark y cols. 10, Mayhew y 
Williams y Mayhew y Momoh 11 se 
han preocupado por los procedi
míentos de muestreo en poblacio
nes celulares, determinando que 
unos procedimíentos resultan más 
exactos que otros, pero sin esta
blecer un sistema que asegure la 
elección de muestras estadística
mente significativas del material 
biológico objeto de investigación. La 
aplicación del método estadístico 
para la determinación del tamaño 
de una muestra 12 nos permite 
poseer esa seguridad. 

Tabla II. VALORES QUE ADQUIERE "N" CUANDO SE HACEN VARIABLES "N", "S2
" Y "e", 

RESPECTIVAMENTE 

En la fórmula que determina el 
tamaño de la muestra (n), cuanto 
mayor sea el número total de cam
pos (N) de la población, mayor ha de 
ser "n". Esto es lógico, puesto que la 
muestra que se elija ha de estar en 
relación con el tamaño de la pobla
ción. En la tabla II se muestra el 
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lo más pequeño posible, hay q~e 
conjugar el gradq de exactitud con 
una relativa facilidad en la ejecu
ción de los recuentos, puesto que, si 
la muestra es muy grande, éstos se 
hacen laboriosos en exceso, dificul
tando notablemente la investiga
ción. 

En nuestro estudio hemos traba
jado con un error absoluto. Pero, 
conociendo el valor aproximado de 
la media poblacional obtenido en la 
muestra piloto, podernos utilizar 
también errores relativos, mediante 
la fórmula: 

n N e r z rn2 + k z S z 

en la que "e " es el error relativo y 
"rn" la media aproximada de la 
población. 

En el presente trabajo, hemos 
aplicado el método descrito para 
_i_ .... ______ -1 ___ , ___ ----...l! _ _]_ ..J ___ .!..l-...l 
UULt:llt:::r ta va1ur lllt:UlU Ut: ut:ai::HUrtU 

neuronal representativo de una 
zona nerviosa. Pero también se pue
de utilizar para determinar otros 
parámetros de una población neuro
nal, corno, por ejemplo, el diámetro 
medio de los sornas neuronales. En 
este caso no habría que tornar corno 
unidad constitutiva de la población 
el campo de recuento, sino la neuro
na, aunque, corno es lógico, previa
mente habría que conocer el núme
ro total de éstas. Por lo tanto, .el mé
todo descrito es útil para la determi
nación del tamaño de la muestra 
que resulta representativa de toda 
una población celular, en orden a 
calcular diferentes parámetros del 
tejido. 

Hasta aquí hemos descrito el 
modo de proceder y la necesidad de 
buscar, para los estudios a realizar, 
muestras que sean representativas 
de la población con la que se traba
ja. Si se comparan los resultados 
obtenidos para la media, a partir de 
la muestra piloto y a partir de los 
3.564 campos que nos ha dado la 
aplicación de la fórmula, se puede 
comprobar que son muy similares, 
lo cual nos lleva directamente a la 
pregunta: ¿cuál es la utilidad o 
necesidad de ampliar llamativa
mente los recuentos, si al final los 
valores van a ser prácticamente los 
mismos? Aquí puede estar, precisa
mente, el punto de partida de erro
res que pueden cometerse al verifi
car recuentos. Efectivamente, pue
de acontecer, corno en el ejemplo de 
la muestra piloto utilizada en nues
tro trabajo, que la muestra escogi
da, por una casualidad, ofrezca 
unos valores que sean sensiblemen
te iguales a los de la población total; 
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pero tal coincidencia sería de puro 
azar y, al hacer cálculos con tales 
valores, nunca estaremos seguros 
de que los mismos sean válidos. 
Veamos lo que ocurriría si, en vez 
de la muestra piloto escogida al 
azar, tornarnos otras (A y B), tam
bién insuficientes. Los resultados 
son expuestos en la figura 4. Aquí 
puede verse que las medias han 
cambiado considerablemente res
pecto de la encontrada en la mues
tra final y, corno consecuencia, 

Número 
campos 

30 

25 

20 

10 

MUESTRA "A" 

encontrarnos que el número total de 
neuronas obtenido a partir de ésta, 
nos da una población de 1.804.186, 
mientras que con las muestras A y 
B, el total obtenido es de 1.587.081 

. y 1.996.802, respectivamente. Las 
diferencias encontradas entre el 
cálculo correcto y los otros dos 
alcanzan valores del 12 % y 10;6 %, 
lo cual nos hace comprender clara
mente la conveniencia y necesidad 
de hacer los estudios a partir de 
muestras representativas, pues los 

m. 3,370 neur./campo 
(]' 2 

a 2,275 

sma O, 151 

t., 3,00 

tab 3,81 

01234567 Neur./campo 

.JO 

20 

,, 
10 

MUESTRA "B". 

2345678 

4,240 neur./campo 

2,951 

Smb O, 171 

Neur./campo 

Fig. 4.-Resultados obtenidos en los recuentos efectuados sobre dos pequeñas muestras al azar, 
de 100 campos geométricos cada una de ellas; quedan señaladas las respectivas medias lma, 
mb), cuasivarianzas (aa 2, Ub 2) y errores standard ISma. Smbi. Igualmente se indican los valores 
de t, obtenidos al comparar la media de la población (m} con m~ y m b (t af, t·bf ), así como al 
comparar estas dos medias entre s( !tab ). 
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errores que se pueden cometer 
harían inútiles los trabajos llevados 
a cabo. Efectivamente, la compara
ción de las diferentes medias calcu
ladas ofrece diferencias claramente 
significativas, ya que los valores de 
t, que se exponen en la figura 4, son 
t1ar · = 3,00; t bf 2,36 y lab = 3,81, 
en donde los subíndices indican las 
medias comparadas. 
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ABOUT THE NECESSITY TO TAKE SIGNIFICANT SAMPLES FOR CELLULAR COUNTING 

Summary 

The object of this work is to develop a method to determine the number of elements taken as a sample which is representative of a whole 
population. This procedure is necessary in arder to obtain significative values. On the other hand, ifthe statistical formula is not employed, con
siderable errors can be carried out. 
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COLECCION CIENCIAS MEDICAS 

O VEDAD 
CONOZCA SU DIABETES 

EMILIO MONCADA 

1981. ISBN 84-313-0711-0 120 págs. 600 ptas. 

Cuando un individuo cae enfermo de pulmonía, no le hace falta saber cómo se le ha producido, cuál ha sido la causa y 
qué tratamiento necesita, ya que el médico se ocupa de curarle en poco más de una semana. Por el contrario, dado que la 
diabetes es un desequilibrio crónico, hoy por hoy, y cuyo tratamiento se basa en algo tan cotidiano como el comer, 
pasear y tomar diariamente una medicina durante años, parece muy conveniente que el interesado sepa el por qué y el 
para qué de estas medidas. 

Con este pequeño manual, pretendemos ayudar al diabético a liberarse de una exagerada e inútil dependencia del 
médico, del analista y de la enfermera así como a conocer mejor su diabetes y por tanto ayudarle en su evolución. 
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