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5Qué es Hemostasia?

®»| 0 hemostasia es un proceso
complejo que permite prevenir
la pérdida de sangre y detener
la hemorragia, causada por
danos al sistema vascular.

[a hemostasia perfecta significa: No hay sangradoni trombosis K Trombosisfeee= '




Panoramica de la Hemostasia

®» | 0s componentes del sistema de la hemostasia

son la pared del vaso sanguineo, las plaguetas y
las proteinas de la coagulacion.

® | 0 sangre que circula dentro del lecho vascular

estd contenida por la pared de los vasos

sanguineos y por el soporte de los tejidos
circundantes.

| a ruptura de esta infegridad activa el sistema
nemostatico que evita o detiene la hemorragia,
nacia los tejidos blandos o hacia el exterior.




Panoramica de la Hemostasia

» Detenida la hemorragia y consolidado el tapodn
nemostatico, se activa el sistema de Ia
filbrindlisis.

®[Estos componentes son  interdependientes,
finamente modulados y constituyen una unidad
inseparable.




Panoramica de la Hemostasia

»Por motivos didacticos, por su diferente
expresion clinica y desde su estudio en el
laboratorio, se han dividido estos procesos
en:

®»Hemostasia primaria

»Hemostasia secundaria

» Fiorinolisis




Plagueta y vaso sanguineo

Marginal microtubule band

Mitochondrion

«a-granules

Open canicular system

Nature Reviews | Immunology

GaA: granulo alfa; GD: granulo denso: Glu: glucégeno; GP:

glicoproteinas; Lis: lisosoma; M: mitocondria; MF: microfila-
mento; MT: microtUbulos; ME: membrana externa; Per: peroxi-
soma; SCA: sistema canicular abierto; STD: sistema tubular
denso.

Fig. 1. Esquema de las principales caracteristicas de la
ultraestructura plaquetaria.

GLOBULO ROJO

PLASMA

GLOBULO BLANCO

PLAQUETA

Elementos sintetizados por las células
endoteliales: Inhibidor de la via del factor
tisular (TFPI), Prostaciclina (PG 1,),
Activador tisular del plasmindégeno,
Trombomodulina, Factor von Willebrand.



Hemostasia primaria

 La hemostasia primaria consiste en |o
interaccion entre las plaguetas y la
pared del vaso sanguineo.

— Adhesion

— Cambio de forma

— Agregacion
— Secrecion
— Exposicion de superficie pro-coagulante
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Fibrinolisis
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Trastornos y enfermedades de |a
hemostasia primaria

» Fnfermedad de von Willebrand

« Defectos cuantitativo o cualitativo en la proteina plasmatica
factor von Willebrand (FvW)

» Variedad de disfunciones plaquetarias (adquiridas o hereditarias)

« Asociadas a ciertas patologias (Insuficiencia renal, insuficiencia
hepdtica)

 Drogas anti plaguetarias, alimentos e infusiones de hierbas
medicinales, etc.

« Alteraciones de la adhesion, defectos de agregacion,
deficiencia de grdanulos, alteraciones de las senales de
activacion.



Disfunciones plaguetarias hereditarias

- Alteraciones de la adhesion.
— Sindrome de Bernard -Soulier, Enfermedad de seudo von Willebrand
- Defectos de la agregacion
— Tromboastenia de Glanzmann
eficiencia en grdnulos y/o secrecion.
— Deficiencia de los granulos (pool de almacenamiento), a.,8, a y 8
Alteracion en las senales de activacion.
— Defectos de receptor de agonistas y vias de senalizacion
Defectos en la actividad procoagulante.
— Sindrome de Scott
Defectos misceldneos de la funcion plaquetaria.
— Defectos de secrecion primario.
— Oftros ( osteogenesis imperfecta, Enhler-Danlos, Hermasky-Pudlak)




Estudios de laboratorio de Hemostasia

- Pruebas basicas de laboratorio:
« TP, TTPA, recuento y morfologia plaquetaria
* Pruebas globales o de “screening”
« Tiempo de Sangria
« Analizador de la funcidon plaguetaria in vitro (PFA-200 e)
« Ensayos viscoeldsticos (TEG / ROTEM)

- Estudios para determinar la causa de la alteracion.
« Estudio de funcidn plaquetaria(agregacion/secrecion).
» Estudio del Factor von Willebrand (FvW).

« Estudios especiales (citometria de flujo, estudios de
receptores por electroforesis, ME)

 Diagndstico molecular, mutaciones especificas, estudios
geneticos.




Tiempo de Sangria

®» [NVAsiVO
» No especifico
Insensible

» Bajo valor predictivo para el sangrado quirdrgico.




Analizador de la Funcidon Plaquetaria (PFA)

Utilidad propuesta

Principle of the PFA-100®

®» Pesquisa para Enfermedad
de von Willebrand (EvW) o

» Ffecto de DDAVP en lo I gy AR
terapia de EvW ey

= Ayuda a valorar elriesgo de | S —
sangramiento prequirdrgico e

» Efe C '|'O d e d ro g as + Collagen/Epinephrine (CEPI) — primary screening cartridge
. . ¢ Collagen/ADP (CADP)— differentiates dysfunction due to aspirin
antiplaguetarias




Ensayos viscoelasticos:
Tromboelastometria (ROTEM)

» Mide los cambios
viscoeldsticos que ocurren
urante la formacion de
un coagulo.

» Esta influenciado por o
funcion plagquetariq,
factores de coagulacion,
Inhibidores de |a
coagulacion vy la fibrinolisis.




Tromboelastometria

» Permite realizar un andlisis in
vitro de la relacion entre 10s
diferentes componentes de

a coagulacion.

®» Permite mejorar las
conductas y tomas de
decision de los médicos
anestesiologos e
Infensivistas.

» Ahorro en unidades de
sangre.

coagulation factors, ‘ platelets, fibrinolytic enzymes,
anticoagulants, FDPs, fibrinogen, fibrinolysis inhibitors,
tissue factor expression| | colloids FXHI
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Agregometria por transmision de luz

agonista.

Principle of the platelet light transmission aggregation assay
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Platelet aggregates allow more light
transmission than platelet suspension in PRP

=

» | o agregometria mide la frasmision de luz a traves de
una muestra de suspension de plaguetas (PRP), la que
aumenta cuando las plaguetas se agregan con un

100%

0%




Mecanismos de accidn de los agonistas

» Epinefrina: induce la agregacion a través de receptores o
adrenérgicos, que trasmiten la senal a la proteina G, inhibiendo la
adenilatociclasa.

ADP: Actua sobre receptores especificos de la membrana plaguetaria
(P2Xy. PoY y PoYoo)

Acido araquidonico: difunde a través de la membrana plaguetaria y se
metaboliza en TXA,

Colageno: ActUa sobre receptores GPlalla y GPVI y produce cambio
de forma, secrecion y agregacion.

TRAP : activa la plagueta a través de receptores PAR, y PAR,



Agregometria por tfransmision de luz

®» Una vez que las plaguetas
son estimuladas por el
agonistq, ellas cambian de
forma, y se agregan,

®» F| incremento de
transmitancia puede llegar
a un plateau (agregacion
irreversible), o también
regresar hacia la linea base
( agregacion reversible)
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e

Agregacion antes tratamiento : 90%

Agregacion segun clopidogrel 75 mg: 27%




Agregacion normal
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24332491 Collaaeni 5 71972014 12:14:54 PM 1.5 ua/mL &
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Agregometria por fransmision de luz

» \entgjas:
» Es un método de diagndstico y el gold estandar historico.
» Fs flexible.

» Se puede investigar diferentes vias plaquetarias.

» Sensible a terapias antiplagquetarias.

» Desventgjas:
®» Procesamiento de muestra manual.
» \ariables preanaliticas.
®» Gran volumen de muestra.

®» Consumidor de tiempo y operador con experiencia y pericia.




Lumiagregometria (Secrecion)

« Lalumiagregometria es una e
version modificada de LTA, que @®
permite medir la secrecion de los
granulos densos de las
plaquetas, en paralelo a la i
agregacion.

« El ATP liberado se mide usando
extractos de luciérnagas
(luciferina/luciterasa), resultando
en una emision de |uz
(bioluminiscencia).

Esto pasa dentro de
una luciérnaga.




Citometria de flujo

» F| citobmetro de flujo es un
iInstrumento sofisticado y caro,
pero ya esta disponible en

uchos laboratorios.

Usa Ac Mo especificos contra
anfigenos plaguetarios, marcados
con fluoroforos.

» Permite medir la reactividad
plaquetaria in vitro, y detectar
plagquetas activadas, agregados
plagquetas-leucocitos y micro

particulas derivadas de plaguetas.

Anticuerpo monocional
CD62P

CD41
CD61

PAC-1
CD42a

CD42¢c

CD42d
CD36
CD63
CD51

o

P selectina
GPllb
GPllla

GPlib/lila de alta afinidad
GPIX
GPlba
GPIbb
GPV
GP53
RVNa

Funcion

Activacién plaquetaria
Agregacion

Ambas estructuras conforman
el receptor para el fibrinogeno

Adhesion

Todas estas subunidades
conforman el receptor del
factor von Willebrand

Receptor para la
trombospondina y el colageno
Proteina lisosomal

Cadena a del receptor de
vitronectina



Ensayos de secrecion plaquetaria

« La secrecion plaguetaria puede medirse por varios
ensayos de laboratorio.

— El mdas comun es la lumiagregometria que mide la secrecion
de ATP.

— Ofros métodos incluyen la liberacion de 5-HT(*C) radioactiva
de plaquetas pre cargadas.

— Medir el contenido de 5-HT plaguetaria por ELISA, HPLC con
deteccion fluorimétrica o electroguimica.

— Medicion de la secrecion de proteinas de granulos alfa ( PF-4
0 BTG) por ELISA o expresion de P-selectina sobre la memibrana
de las plaguetas.




Sindrome de Bernard-Soulier
Patologia del complejo GP Ib/IX/V

® Recuento de plaquetas : Disminuido
® Tamano plaquetario  : Aumentado
" Tiempo de sangria : Aumentado
Adhesion plaquetaria : Alterada

" Agregacion plaquetaria

*Epinefrina

*ADP

*Colageno Normal

*Trombina
* Araquidonato

" Aglutinacion con ristocetina  : Disminuida/ausente
® Retraccion del coagulo : Normal

P

vWF binding =it

GPIba

Di-zulphide
link

Membrans

Complejo GP Ib/IX/V



Sindrome de Bernard-Soulier
Estudio de laboratorio

Araquidonato  ADP Colageno Ristocetina

Estudio de agregacidn plaquetaria

205 K -
e <GP Ib

116 K -

97 K -

66 K -

45 K -

29 K -

20 K -
14 K -

P N

SDS-PAGE de lisado
de plaquetas



Sindrome de Bernard-Soulier

B " Estudio de citometria
gd
2 GP |b (CD42b) IMF
s 23475
2 Bl cControl Normal
81 - Hermana 1 234
: ,,/ || Hermana 2 138
an‘ W o Wt PSP JI
Chaza-a
2 Plot 6 A2 normal COSY CORACO... =
5 GATE *2 —
§-
g GP IX(CD42a) IMF
E g Bl control Normal e
- Hermana 1 246
~l T He 2 204
PR S R S Y e s
CDa2A N




Enfermedad de Glanzmann
Patologia del complejo GP lib/llia

B Recuento de plaguetas : Normal
® Tamano plaguetario  : Normal
® Tiempo de sangria . Aumentado
® Adhesion plaguetaria : Normal
Agregacion plaquetaria

" Epinefrina

= ADP

= Coldgeno Anormdl

" Trombina

" Araguidonato
® Aglutinacion con ristocetina : Normal
B Retraccion del coagulo  : Anormal Complejo GP llb/llla




Enfermedad de Glanzmann
Patologia del complejo GP llb/llla

A

E0——romamoo> =2

B BTt L T A R TR TO
Minutes

Sample Number Type Chan |Date Details
EE— 26581925 AL 1 72972015 2:48:26 PM | 1mM

712972015 2:48:26 PM |[10ulM
7123/2015 2:48:27 PM | 8ull
7129/2015 2:48:27 PM | 2ug/mL
7123/2015 3:01:30 PM 1.2 ma/mL

26581925 Epinephrine
26581925 ADP
26581925 Collagen

P
P
i
ruam:lm-mrumh 26581925 Ristocetina
Estudio de agregacién plaquetaria

== = LR RS




Enfermedad de Glanzmann
Estudio de glicoproteinas

GPIllIb —
GPllla—™

Normal Madre Paciente
25 50 50 100 50 100 250

Proteina (ug/ml)

SDS-PAGE de lisado
de plaquetas

P.M.

200
116

<68

45
25



Enfermedad de Glanzmann
Estudio de citometria

Piot 8: AD4 J ANMEEEENA CD41A PE.G... —
GATE P3 —

1,000
93
»
a..
3
L

1,000

§.4
X Yo" g S 1 R D S Pl s Y 53
CD61-A CD41-A
Anti1 GP Illa Anti1 GP IIb
IMF PACIENTE:728 IMF PACIENTE:512

IMF CONTROL:16046 IMF CONTROL:5496




Conclusiones

® | 05 ensayos globales de hemostasia primaria no son de
utilidad diagnostica, en el estudio de funcidn
plaguetaria.

» A pesar de los anos, la Agregacion por trasmision de luz,
es aun el método mas comun para estudiar la funcion
plaguetaria.

®» Sin embargo, no es lo suficientemente sensible para
detectar el mds comun de los defectos de funcion
plaguetaria, que son los defectos de secrecion.



ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND (EvW|

L.a enfermedad hemorrdgico 6 e
nereditaria mas frecuente de la .
Nnemostasia primaria,

eneralmente de tipo autosomico ‘ |

Erik von Willebrand

dominante, causada por una
disminucion cuantitativa y/o
funcional_ del factor von
Willebrand, que produce un
defecto de adhesion a las
plaquetas.




Enfermedad de von Willebrand

»FE 0.8% a 1,3% de la poblacion general tiene
nivel de FVYW bagjo, pero solo 1,25/10.000
presenta sinftomas de EVW.

® | 0 frecuencia y gravedad de las hemorragias
mucocutdneas son muy variables.

» VW es un reactante de fase aguda.



5Qué es el Factor von Willebrand®e

, . . RED: tin
» F| FVW es una proteina sintetizada i M1

por células endoteliales (CE), desde BLUE:  Nugeyie
donde es secretado al plasma, a la TN
maltriz subendotelial o almacenado |

en corpusculos de Weibel-Palade de %
C E Endothelial cells

» | FVW es sintetizado por |los
megacariocitos, y almacenado en
granulos alfa plaguetario.

» Despuées de su secrecion, sufre un
proceso progresivo de protedlisis por
una metaloproteinasa (ADAMTS 13).

Plagueta




5Qué es el Factor von Willebrand?

FvW maduro (monémero) 2050 aa.




Funciones del FvW

Sitio de union de la
membrana plaquetaria.
Se une a GPIb/IX

)
p

Sitio de union de la
membrana plaquetaria.
Se une a GPIIb/IIIa

vWF:Ag VWF

Sitio activo

.| 800.000-20.000.000 Da

del Factor VIII

-
Sitio de union
al colageno

\
* FvII
260/'0[696

FVIIT:Ag

AGGREGATION

Platelet

Gplitiilla Gplibilia

vWF

Gplipilia Gpliilia

Platelet

Gplb Binding
Induces Gpliblila
Expression

Golb Gplb

ADHESION VWE

» Durante la adhesion y agregacion plaguetaria, el

FYW actia como puente entre

receptores

plaguetarios (GPlb, GPllb/llla y colageno).



Funciones del FvW

Bl FYW es el trasportador y estabilizador del FVIII.

El FvW estimularia la sintesis del F VIII desde sus
sitfios de produccion y prolongaria su vida media.

El famano del FYW es importante, teniendo
multimeros de alto, mediano y bajo peso
molecular. Las formas multiméricas de mayor peso
molecular son las mas activas.




Factores que regulan los niveles FYW

Edad y sexo . Uso de anticoncepftivo
. Grupo sanguineo oral
o Estar embarazada * Tener una infeccion
.« Cambios hormonales * Sfress
durante el ciclo * Ejercicio
menstrual de la mujer . Haber tenido una
e Funcidn tiroidea trasfusidn de sangre

reciente




Sitio y frecuencia de las hemorragias
en la EVW

Localizacion %

Epistaxis 79
Equimosis 76
Alveolorragia 50*
Gingivorragia 47
Hemorragia prolongada por heridas menores 48
Hemorragiaintra o poscirugia 60*
Menorragia 59%*
Hemorragia posparto 56*
Hemartrosis, hematomas 9

Otras (hemorragia digestiva alta, rectorragia, 21

hematuria, hemorragia frenillo labial,otorragia)

* Porcentaje calculado sobre el total de pacientes sometido al riesgo de hemorragia
analizada. Mezzano et al, Rev Med Chil 1986




Clasificacion de la EvW

Tipo 1 Defecto cuantitativo leve de FYW. (85-90% de los casos)
Tipo 2 Defecto cualitativo del FvW.
Tino 2A Variante cualitativa, con disminucion de la adhesion a las plaquetas,
P asociado a ausencia de multimeros de FYW de PM intermedio.
Variante cualitativa, con aumento de afinidad por el receptor GPlb de
Tipo 2B | las plaquetas y asociada a ausencia de multimeros de alto PM y
trombocitopenia.
. Variante cualitativa, con disminucion de la adhesion a las plaquetas,
Tipo 2M L ,
no causada por disminucion de multimeros de alto PM.
Variante cualitativa, con disminucion de afinidad del FvW por el
Tipo 2N
Factor VIII.
Tipo 3 Defecto cuantitativo grave, con virtual ausencia de FvW plasmatico.




Diagnostico de laboratorio de EvW

®» Para la pesquisa de EvW no existe un ensayo
ideal, que sea simple, sensible y con bajos falsos
negativos.

» TTPA y Tiempo de sangria: + en EvW fipo 3,
normales en pacientes con formas leves.

» [| estudio bdasico de hemostasia SUGIERE
alteracion, no confirma ni descarta.




Diagndstico de laboratorio de EvW

* Todas estas dificultades
para diagnosticar la
enfermedad de von
Willebrand, nos obliga a
poner maxima atencion a
la medicion del

Complejo FYW: FVII!




Diagndstico de la EvW
Fase preanalitica

®» Paciente en ayuna
» Alejado de un estado inflamatorio o infeccioso.

» No estar embarazada e idealmente sin
anticonceptivo oral.

» Alejado de un estado de estrés, o esfuerzo
fisico.

®» | 0 foma de muestra debe ser, en lo posible, |o
menos traumatica...




Estudio de laboratorio de la EvW

» Pruebas de screening v orientadoras
» Tiempo de sangria (TS) PFA-200, recuento plaguetario.
®»Tiempo de tromboplastina parcial activado TTPa

= Factor VIl coagulante (FVII:C) método en una etapa o
Cromogénico.

= Pruebas especificas o confirmatoria

» Determinacion cuantitativa del antigeno del FvW
(FYW:AQ) ELISA, Latex |A, guimioluminiscencia.

» Actividad del FYW (actividad cofactor ristoceting,
FYW:CoRis) por agregometria.




Pruebas para el diagndstico de
subtipos

» Aglutinacion de las plaguetas inducida por
ristocetina (RIPA)

» Andlisis de la composicion multimérica del
FYW:Ag plasmadtico.

» Capacidad de unidn del FvW al coldgeno
» Capacidad de unidon del FvW al FVIII



Factor von Willebrand antigénico (FYW:AQ)

Manual

Técnica ELISA: (Dako)

v AP anti-VWF

v'Blogueo con AlbUmina bovina

v'Diluciones de PPP (curva de calibracion,
pacientes, controles)

v AP anti VWF-peroxidasa

v'Revelado con TMB

v Absorbancia a 450nm y 620nm como referencia

HRP-Conjugated
Detection
Antibody

Target

Antigen \ ’:
Antbody “&A m&/\ “&A
| W || W | V || NV///

Absor

1.200

1.000 -

0.800 1

0.600 A

0.400 1

0.200 1

0.000

Curva estandar VWF:AG




HemoslL VWF: Ag Inmunoensayo quimio
luminiscente. Automatizado

- Particulas magnéticas recubiertas
con un anticuerpo PM anti VWF
se une al VWF capturado

Anticuerpo de revelado unido a
iIsoluminol.

« Con la adiciéon de
desencadenantes, la luz se emite
proporcionalmente a la
concentracion de antigeno VWF en
la muestra

VWF from
patient sample  Tracer: isoluminol-

| /labeled antibody
« Smd
N\

e y Light reaction triggered
\ with H,0, and catalyst

Magnetic particle Polyclonal Ab
HemosIL AcuStar VWF:Ag Assay



Actividad del FvW (FYyW:CoRis)

»F FYW:CoRis es un ensayo
funcional que sirve para
evaluar las propiedades de
adhesion del FvW, al
interactuar con plaguetas
normales, en presencia de
ristoceting.

»F FYW:CoRIs s&e encuentra
disminuido en casi todas las
formas de la EvW.

Técnica FYW:CoRis

v'Plaguetas normales fijadas
(formaldehido)

vIncubacion 5 min a 37°C

v'Ristocetina 1.2 mg/ml

v'Diluciéon PPP ( Curva de cal, pacientes
y controles)

v'Medicion de |la aglufinacion por
transmitancia, cdlculo de la pendiente.




FVIIl cromogénico

» Diferenciar una deficiencia real de FVIIl de
interferencia de un inhibidor de tipo lupico.

» Medir el FVIIl sin pasar por un TTPA

Factor |Xa, Ca?+, Phospholipid

Eacior Vil » FactorXa

Factor X

S-2765 B »  Peptide + pNA




RIPA (Aglutinacion plaquetaria inducida
por RistocetinQ)

Técnica Aglutinacion Plaquetaria:

v' PRP 250.000 plaguetas/ul (Plaguetas lavadas
resuspendidas en plasma paciente o plasma control)

v + Ristocetina (0.6 mg/ml final)
» Normal, tipo 2A, 2M, y 3 = aglutinacion plaquetaria negativa
» Tipo 2B = aglutinacion plaguetaria positiva

v + Ristocetina (1.2 mg/mil final)

» Tipo 1 muy severo, 2A, 2M vy 3 = aglutinacion plaquetaria
negativa

» Normal, Tipo 1 leve, 2B y 2N = aglutinacion plaquetaria positiva



RIPA (Aglutinacion plaquetaria inducida

por Ristocetina)
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Multimeros FYW

Pool plasma  2a 2B Tipo 1 Tipo 3
Normal

Western Blot:

v Gel de agarosa de 1,5 % a 3%
condicion denaturante

v Electroforesis

v" Transferencia en membrana
v AP-anti VWF-peroxidasa

v' Revelado por luminiscencia

Sistema vertical de 10 x 10cm



Defectos de sangramiento de causa indefinida
(BUC)

< Prevalence / \ Severe hemophilias, Glanzmann Thrombasthenia

> Bleeding severity / \
/ d Bermard-Souli d VWD T I
<Dl ty / and Be ier syndromes ype

/'—'\Types 2 VWD
£

\\Type 1 VWD (VWF <15 1IUmL™)

Clotting Factor Deficiencies

Type 1 VWD (VWF 15-30 IU mLY)

Type 1 VWD (VWF >30 mL-1)

Platelet Function, mainly Secretion Defects.
> Prevalence

< Bleeding Severity
> Diagnostic difficulty

Bleeding of Undefined Cause

» Prevalencia relativa, severidad del sangramiento y
dificultadad diagndstica de los defectos de sangramiento
hereditarios.

Quiroga T.et al.; Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2012: 466-74.




Desafios diagndsticos de los trastornos
hemorrdagicos leves hereditarios

e n:280 VWD: Enfermedad de von
1 Willebrand, tipo 1
VWD (39) PFD: Trastornos de la

\ 7 R funcion plaquetaria.
E G CFD: Deficiencias de
3.2% factores de la coagulacion.

CFD (7)
5 5% PFD (54)

BUC: Sangrado de causa
VWD+CFD (2)

19.3% 0.7% indefinida.
PFD+CFD (2)

0.7%

Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume: 17, Issue: 2, Pages: 257-210,
18 December 2018

58



Conclusiones y Recomendaciones

= | os resulfados anormales y discordantes deben ser
repetidos.

» | a deficiencia especifica de Factores y algunos
defectos plaguetarios deben ser considerados, si
estan indicados clinicamente.

®» No desilusionarse. Si se puede implementar los
ensayos.

» Podemos asesorar y recibir en nuesiro laboratorio o
los Interesados en aprender como diagnosticar esta
enfermedad.



CONGRESO CIENTIFICO DEL

LABORATORIO CLINICO

Dirigido a profesionales y estudiantes del
laboratorio clinico

“La investigacion de las
enfermedades ha avanzado tanto
que es cada vez mas dificil
encontrar a alguien que esté

completamente sano”
Aldous Huxley

iGracias por su atencion!




