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RESUMEN

Objetivo: Determinar si existe diferencia en el recuentro absoluto de macréfagos,
linfocitos y células epiteliales del calostro de madres de recién nacidos pretérmino y
a término adecuados para la edad gestacional. Método: Se realiz6 un estudio
observacional analitico transversal, aplicado al calostro de 40 madres de recién
nacidos pretérmino y 41 madres de recién nacidos a término en el que luego de
identificar macréfagos, polimorfonucleares (PMN), células epiteliales y linfocitos, se
realizd su recuento respectivo. Resultados: Existe diferencia significativa en el
recuento de macréfagos (p=0.000), linfocitos (p=0.000), células epiteliales (p=0.013)
y PMN (p=0.000) del calostro de mujeres de parto pretérmino y parto a término. La
media del recuento de PMN presentdé la mayor diferencia, siendo para partos
pretérmino 181 células por lamina y 75 para partos a término Conclusion: Se
determind la existencia de una diferencia estadisticamente significativa en el recuento
absoluto de macrofagos, linfocitos y células epiteliales del calostro de madres de
recién nacidos pretérmino en comparacion con el calostro de madres de recién
nacidos a término.

Palabras clave: macrofagos, linfocitos, células epiteliales, recién nacidos pre

término, recién nacidos a término, calostro.



ABSTRACT

Objective: To determine if there is a difference in the absolute count of macrophages,
lymphocytes and epithelial cells in colostrum from mothers of preterm and term
newborns appropriate for gestational age. Methods: A cross-sectional analytical
observational study was performed on colostrum from 40 mothers of preterm
newborns and 41 mothers of term newborns in which macrophages,
polymorphonuclear (PMN), epithelial cells and lymphocytes were identified and
counted. Results: There is a significant difference in macrophage (p=0.000),
lymphocyte (p=0.000), epithelial cell (p=0.013) and PMN (p=0.000) counts of
colostrum from preterm and term delivery women. The mean PMN count presented
the greatest difference, being 181 cells per lamina for preterm deliveries and 75 for
term deliveries. Conclusion: A statistically significant difference was found in the
absolute counts of macrophages, lymphocytes and epithelial cells in colostrum from

mothers of preterm newborns compared to colostrum from mothers of term newborns.

Keywords: macrophages, lymphocytes, epithelial cells, preterm newborns, term

newborns, colostrum.
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l. INTRODUCCION

Uno de los factores que afectan el crecimiento inmediato y progresivo, asi como al
desarrollo de la inmunidad, es la nutricion durante la infancia. La Organizacion
Mundial de la Salud ha indicado que la lactancia materna debe ser exclusiva durante
la primera mitad del primer afio del infante, continuandose hasta la los 24 meses junto

a su alimentacion complementaria (1,2).

En el transcurso de la historia, se pensaba que la leche materna transmitia inmunidad
al lactante en crecimiento sélo en virtud de su contenido de inmunoglobulinas, hoy en
dia se sabe que la lactancia materna exclusiva es tomada como un elemento que
brinda proteccion contra infecciones, dado que induce la maduracion del sistema
inmunoldgico en el neonato, activando al complejo celular inmunitario (incluyendo
monocitos, linfocitos T, linfocitos NK, linfocitos B) y humoral; contiene 32 factores
solubles y 5 tipos de células originarias de la progenitora, entre los que se encuentran
desde gldébulos blancos hasta contenido celular epitelial a lo largo del crecimiento del
neonato. La lactancia materna ayuda a la estimulacion del aparato gastrointestinal y
de las enzimas presentes en é€l, asi como de los huesos en crecimiento del lactante.
Los recién nacidos ingieren un aproximado de 108 células maternas por dia en la
leche madura, de las cuales se estima que el 80% son macrofagos, componente

celular proveniente de los monocitos del tejido sanguineo periférico materna(3—10).

En la actualidad, segun la tarjeta de Puntuaciéon Mundial para la Lactancia Materna,
los nifios menores de seis meses reciben leche materna exclusiva en un porcentaje
de 40%. En nuestro pais, la lactancia materna, llegé a niveles de 63,1% en nihas y
nifios con una edad menor a los seis meses en la primera mitad del afio 2022, 20%
menos a lo reportado en el afio 2021; el area rural tuvo los mayores porcentajes,
correspondiéndoles el 81,0%, en la Sierra se registré un 79,8%, y en los grupos donde

la progenitora mantenia un grado educacional primario o menor un 71,4% (11,12).

Los neonatos prematuros se caracterizan por nacer con sistemas corporales poco
desarrollados. En el mundo, aproximadamente hay 15 millones de nacimientos
prematuros, ellos se enfrentan constantemente a riesgos potenciales para su salud
relacionados con sus sistemas inmaduros por lo que se benefician de la lactancia
materna. De ellos, especialmente aquellos que tienen una edad menor a las 32

semanas o0 con una masa corporal menor al estandar, la ingesta temprana del calostro



se relaciona con disminucion de la prevalencia de patologias de gran morbilidad y
mortalidad, como enterocolitis necrotizante, displasia broncopulmonar, retinopatia del

prematuro, entre otras (13-17).

Las causales méas importantes de fatalidad en neonatos son las infecciones, esto se
debe a la deficiencia de la respuesta inmunoldgica humoral y celular (ausencia de
inmunoglobulinas y de células de defensa). Las células T helper se pueden diferenciar
hacia destinos celulares alternativos, esto depende del contexto en el que reciben
estimulacion antigénica. Estudios han sugerido que los bebés prematuros tienen una
respuesta de células linfociticas helper 2 (Th2) diferente, esta se basa en una mayor
produccién de interleucina 5 (IL-5), y una disminucién de la produccion de una
interferon gamma (IFN-y), que es la citocina de T helper 1. Una respuesta de células
linfociticas helper 1 (Thl) efectiva es clave para prevenir infecciones intracelulares,
incluidas las bacterias, y esto puede explicar por qué los bebés prematuros tienen

una mayor susceptibilidad (18,19).

En las muestras intestinales de bebés a término, en contraste con las de bebés
prematuros, las células T helper intestinales tienen tendencia a secretar factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 2 (IL-2) (citocinas de Th1). En un modelo
de organoide fetal humano, se demostré que el TNF-a contribuye al crecimiento
epitelial intestinal por sus efectos en las células madre intestinales, aunque los altos

niveles de TNF-a suprimen el crecimiento epitelial (18,20).

Los mononucleares (sanguineos) y macrofagos (tisulares) producen citocinas para
regular las respuestas inmunitarias. Estas citocinas proinflamatorias (TNF-q,
interleucina 6 y 12) provocan respuestas inflamatorias que ayudaran a la lucha contra
agentes infecciosos. La IL-6 se encarga de la proliferacion y secrecion de anticuerpos
de las células B, mientras que la IL-12, modula el sistema inmunolégico adaptativo

diferenciando las células T colaboradoras al subconjunto TH1(21-23).

Los oligosacaridos contenidos en la leche de la progenitora (OLM), tienen una gran
influencia sobre la respuesta de los Th tisulares, éstos comprenden entre el 1y el 2%
de laleche humana. Los OLM no son digeribles por el bebé, pero se cree que modulan
la microbiota intestinal. Los OLM parecen promover el crecimiento de bifidobacterias

y suprimir organismos potencialmente patdégenos(24,25).



Durante el periodo de lactancia, el tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT)
(ubicado en el compartimento intestinal del neonato), los 6rganos del sistema
respiratorio, el sistema glandular mamario, salival y lacrimal, y los conductos
genitourinarios, se desarrollan y se activan. Este sistema (MALT) actla contra ciertas
enfermedades infecciosas y sus antigenos como: E. coli, Salmonella, Campylobacter,
Vibrio cholerae, Shigellay G. lamblia (26,27).

Estudios sobre las poblaciones celulares revelan que, de forma automatica antes del
parto, la leche materna se enriquece con células T CD8 +. Estos hallazgos proponen
gue las células TCD8 + enriquecidas presentes en la leche materna, incluso después
de una posible lisis en el intestino del lactante, puede representar un mecanismo para

la transmision pasiva inmunitaria en direccion madre-hijo (28,29).

Se conoce que los micro y macronutrientes presentes en la leche materna de
prematuros y a término no son iguales; la expresion génica y los fenotipos de las
células madre también difieren ya que estan pobremente caracterizados, en especial

en las madres de muy prematuros y extremadamente prematuros (30-33).

La tincion de Papanicolaou (PAP) es un método en el que el nucleo queda tefido,
usando como contraste al contenido del citosol. Una de sus ventajas es que permite
definir a detalle el nucleo, poniendo en evidencia a la cromatina y la transparencia
gue posee el citosol, también permite la apreciacion de células diferenciadas en todos
sus grados, asi como el metabolismo de las mismas. Esta coloracion presenta varias
sustancias colorimétricas en su composicion, por lo tanto, puede revelar una gran
gamma celular. Todas las propiedades que posee, hacen que sea la mejor opcidn en
la investigacion citolégica. La técnica de tincidon usa tres soluciones diferentes, la
hematoxilina, Orange G (solucion de Papanicolaou OG) una en la que se combinan

los distintos tintes (solucion de Papanicolaou EA)(34)(35).

La técnica de muestras coloreadas con PAP tiene ventajas afiadidas, entre ellas, la
conservacion de la citomorfologia, gracias a esto, se precisan las caracteristicas de
la membrana nuclear, de la cromatina, y del citoplasma y, de la misma manera,
permite la observacion de espacios limpios y sucios, la cantidad celular, su
distribucion ya sea formando placas, rosetas, acumulaciones de alta densidad,
distribuciones columnares entre otras. Los macréfagos en la tinciéon PAP se muestran

como células redondeadas con nucleos granulosos arrifionados, con citoplasma
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difuso en un fondo claro, propio de la carga de hemosiderina, mientras que los
linfocitos se muestran de menor tamafio, con el nucleo cromatico ocupando casi toda
la superficie celular. Las células epiteliales por su parte, se observan con formas
irregulares escamosas con una tenue marca nuclear, generalmente mas grandes que

las células inmunitarias (36).

Li et al (China, 2019) con el objetivo de identificar los cambios en los componentes
celulares de la leche humana a lo largo de las distintas fases de lactancia, y explorar
las relaciones de estos cambios con las caracteristicas maternas y del lactante,
realizaron un estudio cohorte en el que se evaluaron las muestras de leche de 30
puérperas pre término y 10 madres de recién nacidos a término. Las muestras de
leche se centrifugaron a 805 rpm a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se
elimind la capa de grasa y la leche desnatada liquida, y el sedimento celular se lavo
dos veces con solucion salina estéril tamponada con fosfato (PBS), y se centrifugd a
805 rpm durante 5 minutos; este paso se repitio dos veces. El sedimento celular
lavado se resuspendié en solucion salina tamponada con fosfato estéril y se contd en
un hemocitémetro. Se determind que la viabilidad de las células era superior al 95%
mediante el test de viabilidad trypan blue exclusion. Los resultados revelaron que, en
el calostro, el recuento de células (media = 13 x 10° [rango intercuartil = 8,6 x 10°-28
x 10°)/ml) fue significativamente mas alto que el de la leche de transicién (media = 4,7
x 10° [rango intercuartil = 3,1 x 10°-7,2 x 10°]/ml) y la leche madura (media = 3,0 x
10° [rango intercuartil = 2,1 x 10°-4,8 x 10°]/ml), el porcentaje de células CD34 + en
el calostro se correlacioné positivamente con la edad gestacional (p = 0,326; p =0.04),
mientras que el porcentaje en la leche de transicion se correlacioné negativamente
con edad gestacional (p = —0,398; p = 0.015). Concluyendo que el nimero de células
madre hematopoyéticas y células inmunitarias principales en la leche materna cambi6
dindmicamente en las distintas fases del lactante; y que la leche prematura, la técnica
de lactancia y el IMC materno puede afectar el nimero de algunos tipos de células en

la leche materna(b).

A. M. Dawarkadas et al (India, 1991) tuvieron como objetivo demostrar los diferentes
factores antiinfecciosos del calostro a través de un estudio de casos (25 madres con
neonatos pre término, de 28-36 semanas de gestacién) y controles (10 madres con
recién nacidos a término, de 38-40 semanas de gestacidén). Las muestras se

recogieron manualmente entre las 24 y 72 horas después del parto. Se separé la
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grasa para obtener el suero, el cual se utilizé posteriormente para la cuantificacion de
proteinas totales a través de la técnica de Biuret; los niveles de células,
inmunoglobulinas y lactoferrina se estimaron mediante técnicas de inmunodifusion
radial simple. Los resultados del estudio indicaron que el recuento absoluto de células
totales, macrofagos, linfocitos y neutréfilos fue significativamente mas alto en el
calostro prematuro en comparacion con el calostro a término (P< 0.001). Por lo tanto,
se concluyé que el calostro de las puérperas prematuras, aunque en menor cantidad,

es mas rico en células y agentes antiinfecciosos solubles(37).

N. Jain et al (India, 1991) para determinar la composicion celular del calostro (dentro
de las 72 horas posteriores al parto) y laleche madura, realizaron un estudio de casos
y controles. Se obtuvieron muestras de 20 puérperas con partos pre término (28-36
semanas de gestacion) (casos) y 20 madres de recién nacidos a término (37-42
semanas de gestacion) (controles). Se hicieron cinco frotis para cada muestra. Uno
de ellos se tifio con la tincion de Giemsa para el recuento diferencial de células,
mientras que el resto se utilizo para identificar los subconjuntos de linfocitos (se utilizo
la técnica de inmunoperoxidasa). Los hallazgos revelaron que el recuento total medio
de células en el calostro prematuro (9 338,5 / mm®) fue significativamente mayor que
en el calostro a término (5 594 / mm?®) (p<0.001). Ademas, se identificaron linfocitos B
y T, incluidas las células T4 y T8, tanto en la leche materna prematura como en la de
término completo. El recuento absoluto de células T, B, T4 y T8 fue significativamente
mayor en el calostro prematuro en comparacion con el calostro a término, aunque la
distribucion porcentual relativa de los subconjuntos de linfocitos no mostré diferencias

significativas entre los dos grupos(38).

1.1. PROBLEMA
¢Existe diferencia en el recuento absoluto de macrofagos, linfocitos y células
epiteliales del calostro de madres de recién nacidos a término y pre término

adecuados para la edad gestacional, nacidos en el Hospital Belén de Truijillo?

1.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe diferencia en el recuentro absoluto de macréfagos, linfocitos y
células epiteliales del calostro de madres de recién nacidos a término y pretérmino

adecuados para la edad gestacional.



OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Cuantificar los macrofagos, linfocitos y células epiteliales del calostro de
madres de recién nacidos a término y pretérmino adecuados para la edad
gestacional.
e Comparar las cantidades promedio de macréfagos, linfocitos y células
epiteliales del calostro de madres de recién nacidos a término y pre término

adecuados para la edad gestacional.

1.3. HIPOTESIS

Ho: No existe diferencia en el recuentro absoluto de macréfagos, linfocitos y células
epiteliales del calostro de madres de recién nacidos a término y pretérmino adecuados
para la edad gestacional.

Hi: Si existe diferencia en el recuentro absoluto de macrofagos, linfocitos y células
epiteliales del calostro de madres de recién nacidos a término y pretérmino adecuados

para la edad gestacional.



2.1

Il. MATERIALES Y METODOS
DISENO DE ESTUDIO

Tipo de estudio: Estudio analitico, observacional de tipo Transversal.

Disefio de estudio:

Calostro de madres de
recién nacidos
pretérmino adecuados
para la edad
gestacional

Cantidad absoluta de

— macrofagos, linfocitos y

Calostro de madres de células epiteliales
recién nacidos a
término adecuados
para la edad
gestacional

2.2.

2.3.

POBLACION DE ESTUDIO

Poblacién objetivo: Madres de recién nacidos del Hospital Belén de Trujillo.
Poblacién accesible: Madres de recién nacidos pretérmino y a término del
Departamento de Neonatologia del Hospital Belén de Trujillo que hayan

cumplido con los criterios de seleccion.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

Madres de recién nacidos que se encuentren en sus primeros cinco dias de
vida.

Madres eutroficas (IMC= 18.5-24.9 kg/m2).

Madres con edad entre 18 y 35 afios.

Madres con seis 0 mas controles prenatales.

Madres con partos a término adecuados para edad gestacional y con parto
pretérmino (32-36 semanas) adecuados para edad gestacional.

Madres que expresen su aceptacion a participar del trabajo con la firma del

consentimiento informado.



CRITERIOS DE EXCLUSION

2.4.

Madres que declaren consumo de drogas ilicitas o cualquier tipo de medicacion
cronica.

Madres con enfermedades infecciosas, diabetes mellitus gestacional,
preeclampsia /eclampsia.

Madres con enfermedades crénicas y/o autoinmunes.

Madres que expresan su revocatoria a participar de la investigacion.

MUESTRA

UNIDAD DE ANALISIS:

Calostro de madres en los primeros cinco dias de lactancia de recién nacidos
pre término y a término adecuados para la edad gestacional del Departamento
de Neonatologia del Hospital Belén de Trujillo.

UNIDAD DE MUESTREO:

Estuvo constituido por las muestras de calostro de las madres de recién
nacidos pre término y a término adecuados para la edad gestacional en sus
primeros cinco dias del Departamento de Neonatologia del Hospital Belén de

Trujillo.



e TAMANO MUESTRAL

NZ*P
n= e f=250.05
(N-1)D* +Z*PQ N
n
n, =
Si el factor de correccién mayor del 8% se aplica 1+%

Resolviendo tenemos:

0 - 700*1.65> *0.5%0.5 B

(700-1)0.08> +1.65> *0.5*0.5
92
n, 9 = 81
1+
700

Donde:

no= Tamafno de la muestra final siempre y cuando se exceda el 5%

n = Tamano de la Muestra preliminar

N = Poblacién (N=700)

Z : Valor Asociado a un nivel de confianza. (Z=1.65 si es 90% de Confianza)
D = Margen de error (0.08)

P = Probabilidad de ocurrencia Q = Probabilidad de no ocurrencia

De acuerdo a la férmula, y tomando como poblacion la cantidad de 700, se tuvo
como resultado muestral a 92 integrantes. No obstante, aplicando el factor
corrector, el nimero muestral final obtenido fue de 81 participantes, los mismos
gue se dividieron en 41 madres de recién nacidos a término y 40 madres de

recién nacidos prematuros.



2.5. VARIABLES Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

NOMBRE TIPO ESCALA INDICADOR REGISTRO
DE
MEDICION
Calostro de Cualitativa Nominal, Relacién 0: calostro del
madres de dicotomica peso/Edad neonato
recién gestacional pretérmino
nacidos por historia AEG
pretérmino y clinica
a término (clasificacion | 1:calostro del
adecuados segln neonato a
para edad CLAP) término AEG
gestacional
(AEG)
VARIABLE DEPENDIENTE
NOMBRE TIPO ESCALA INDICADOR REGISTRO
DE
MEDICION
Cuantificacion | Cuantitativa Discreta Conteo -Cantidad
de células de absoluto de absoluta de
calostro de células en Macrofagos
las madres de lamina
los recién portaobjeto | -Cantidad
nacidos a tefiida con apsolgta de
término y pre PAP Linfocitos
termino -Cantidad
adecuados
absoluta de
para edad .
. Células
gestacional .
(AEG) epiteliales
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VARIABLES INTERVINIENTES

NOMBRE TIPO ESCALA INDICADOR REGISTRO
DE
MEDICION
Edad materna Cuantitativa Discreta DNI Edad de la
madre en afos
Historia
Tipo de parto Cualitativa Nominal Clinica 0: Cesarea
1: Vaginal.
Historia
Sexo del Cualitativa Nominal Clinica 0: femenino
recién nacido
1: masculino
Historia
Procedencia Cualitativa Nominal Clinica y DNI O: rural
1: urbana

DEFINICIONES OPERACIONALES

Variable independiente:

1. Calostro de madres de recién nacidos pre término y atérmino adecuados para

la edad gestacional:

Calostro: leche que las puérperas producen en las primeras 72 horas tras haber

ocurrido el parto. Se caracteriza por ser de color amarillenta-clara y de consistencia

espesa (39).

Para fines de este estudio se tomo el calostro de madres de recién nacidos a término

y pretérmino adecuados para la edad gestacional, cuya definicion es la sgte:
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-Pretérmino adecuado para la edad gestacional: Recién nacidos antes de las 37
semanas. Para efecto de este trabajo, se incluyeron a los recién nacidos de 32
semanas hasta las 36 semanas de gestacién cuyo peso se encuentre entre los

percentiles 10 y 90 de las curvas del CLAP, segun conste en la historia clinica.

-A término adecuado para la edad gestacional: Producto de la concepcion de 37
semanas a 41 semanas tras la gestacion cuyo peso se encuentre entre los percentiles

10 y 90 de las curvas del CLAP, segun conste en la historia clinica.

Se registrara como 0: calostro del neonato pretérmino y 1: calostro del neonato a

término.
Variable dependiente:
1. Cuantificacién de macrofagos, linfocitos y células epiteliales:

Recuento absoluto de células encontradas en las muestras de calostro de ambos
grupos. El proceso de conteo se realiz6 dividiendo en campos a las células, y estuvo

a cargo del patélogo, por la experiencia requerida.
Variables intervinientes:
1. Edad materna: segun datos obtenidos del DNI.

2. Tipo de parto: Segun la historia clinica de cada paciente, se registr6 como O:

cesareay 1: vaginal.

3. Sexo del recién nacido: Segun la historia clinica de cada paciente, se registro

como 0: femenino y 1: masculino.

4. Procedencia: Segun el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI), se

utilizaron dos criterios cualitativos: rural y urbano (40).

- Urbano: areas con dos mil y mas habitantes, donde sus viviendas se encuentran

agrupadas en forma contigua, formando manzanas y calles.

- Rural: areas con menos de dos mil habitantes, donde sus viviendas se encuentran

dispersas sin formar bloques o nucleos.

Segun la historia clinica de cada paciente, se registré como 0: rural y 1: urbana.
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2.6. PROCEDIMIENTO

El presente estudio fue presentado para su analisis y posterior aprobacion al Comité
de Investigacion de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Privada
Antenor Orrego. Después de ser aprobado, se requirieron los permisos pertinentes a
la autoridad del Hospital Belén de Truijillo para la recoleccién de muestras de calostro
de madres en los primeros 5 dias posparto, segun criterios de seleccion y que se
encuentren en el Departamento de Neonatologia. El muestreo fue realizado siguiendo
el esquema del muestreo aleatorio simple; este consistié en introducir en una bolsa
dos papeles en donde se escribié nimero par e impar, y por dia, se fue sacando un
solo papel, de acuerdo a lo que salia, se fueron tomando las muestras a las madres
tomando en cuenta los nimeros de las camas (par o impar, lo que saliera ese dia); si
ya se le habia tomado la muestra anteriormente a la madre, ésta se obviaba. Se tomo
la muestra de calostro de 41 madres con nifilos a término y 40 madres con nifios
pretérmino, se empezo la recoleccion de muestras, acudiendo al Hospital Belén de
Trujillo, al area de maternidad, se les explicé a las madres el fin del proyecto y si
estuvieron de acuerdo, firmaron un consentimiento informado (ver anexo 2). A todas
las madres que aceptaron colaborar, se les pidié dos gotas de calostro que fueron
colocadas en una lamina porta objetos directamente, con ayuda de otra lamina porta
objetos, se realizo el extendido (las laminas estuvieron previamente enumeradas en
coincidencia con el numero de la hoja de recoleccion de datos)(ver anexo 1) y se las
coloco en alcohol al 96% dentro de vasos de Coplin por un minimo de tiempo de 20 a
30 minutos. Se trasladaron las muestras (2 horas después de la recoleccion) en los
mismos vasos de Coplin hasta el laboratorio de anatomia patologica QURA ubicado
en la calle Los Diamantes 335 urbanizacion Santa Inés en donde se realizo la
coloracion PAP, la diferenciacion y el conteo celular a cargo del doctor Marcos
Oswaldo Capristan Diaz (ver anexo 3), las laminas fueron colocadas en el microscopio
para la cuantificacion de células, se dividié cada lamina en 10 campos y se observaron
las células con un aumento de 40x, mismas que se diferenciaron mediante criterios

morfolégicos(ver anexo 4):

e Linfocitos: Células pequefias de ndcleo redondeado cromatico no
granulomatoso, el cual abarca casi el 100 % del citoplasma celular.
e Macréfagos: Células mas grandes que los linfocitos, con nucleo arrifionado

excéntrico. El citoplasma es difuso y de aspecto basico.
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e Células epiteliales: Células de forma irregular con un citoplasma difuso y un

nacleo reducido generalmente céntrico.

Aunque no fue un objetivo inicial en nuestro proyecto de investigaciéon; durante la
ejecucion del mismo pudimos observar que con la coloracién PAP era posible también
identificar PMN por lo que en los resultados los hemos considerado dada la
importancia de estas células por la funcion presentadora de antigenos y de iniciadora
de la respuesta inmunitaria en el organismo. Estos se pueden identificar gracias a que
su nucleo presenta una serie de divisiones que convierten la estructura en multilobular
unida por hilos de cromatina coloreados. Tiene un nucleo granulado distribuido
uniformemente por la estructura nuclear. Se elaboré la base de datos utilizando el

paquete estadistico SPSS V 20.0. y se realiz6 el andlisis respectivo.(41)

2.7. PROCESAMENTO Y ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé utilizando el paquete IBM SPSS Statistics 26.

Estadistica descriptiva: Todos los datos se expresaron como promedio + desviacion
estandar (DE), mediana (rango intercuartil) o porcentaje, de acuerdo a su

correspondencia.

Estadistica analitica: Las proporciones se compararon aplicando la prueba de x* de
Pearson, para la media se uso la prueba t de Student y el parametro U de Mann —
Whitney, previa verificacion del supuesto de normalidad mediante prueba
Kolmogorov-Smirnov, los resultados fueron relevantes si el valor-p de la prueba era

menor que 0,05. (p < 0,05).

2.8. CONSIDERACIONES ETICAS

Para el presente estudio, se tomaron en cuenta los principios de ética normados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS). Es resaltante en el presente
proyecto el principio de beneficencia, que se conceptualiza como la necesidad
imperante de obtener y brindar informacién respecto al recuento absoluto de
macrofagos, células epiteliales y linfocitos, con tincion PAP en el calostro de madres
de niflos a término y pre término adecuados para la edad gestacional; lo cual
contribuye al entendimiento de la mayor vulnerabilidad respecto a las infecciones en

los primeros momentos de la vida.
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A cada madre se le entreg6 una hoja en la que se describi6 el procedimiento de la
toma de muestra y consentimiento informado, ademas se incluyé una revocatoria en

caso no deseen participar.

Para el presente trabajo de investigacion se tuvo con la autorizacion del Comité de
Investigacion y Etica de la Universidad Privada Antenor Orrego y del Hospital Belén
de Trujillo; los datos fueron confidenciales, a los cuales solo tuvieron acceso el
personal de investigacion, manteniendo protegida la identidad y los datos personales
de las participantes y de la propia entidad de salud siguiendo los principios 11,14,15
y 22 de la Declaracion de Helsinki y la ley general de salud (D.S. 017-2006-SAy D.S.
006-2007-SA)(42,43).

En cuanto se concluya la investigacion, el trabajo sera sustentado, ratificando y
asegurando la no existencia de copias ni plagios. Se adicionaron las bibliografias
pertinentes como lo precisa el articulo 48 del Cédigo de Etica y Deontologia del
CMP(44).
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lIl.  RESULTADOS
Prueba de normalidad
Ho: Los datos de las variables provienen de una distribucion normal

H1: Los datos de las variables no provienen de una distribucion normal

Tabla 1
Normalidad de las variables macréfagos, linfocitos, células epiteliales y
polimorfonucleares seguin edad gestacional.

Shapiro-Wilk
Variables Edad gestacional
Estadistico al Sig.
Macrofagos A término 0,903 41 0,002
Pretérmino 0,946 40 0,056
Linfocitos A término 0,925 41 0,010
Pretérmino 0,837 40 0,000
Células epiteliales A término 0,647 41 0,000
Pretérmino 0,813 40 0,000
Polimorfonucleares A término 0,735 41 0,000
Pretérmino 0,964 40 0,234

Nota. Elaboraciéon mediante SPSS

Respecto a los datos expuestos en la tabla 1, y tras la aplicacion la prueba de
Shapiro-Wilk para las variables segun edad gestacional, se obtuvo un p valor menor
a 0.05 (nivel de significancia), infiriendose que la data no sigue una distribucién
normal. Por esto, para el andlisis de independencia se realizd una prueba no

paramétrica (U de Mann Whitney).
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Tabla 2
Prueba de independencia de macréfagos, linfocitos, células epiteliales y
polimorfonucleares segun edad gestacional

) Edad U de Mann
Variables _ N _ P
gestacional Whitney
Macrofagos A término 41
Pretérmino 40 408,50 0,000
Linfocitos A término 41
Pretérmino 40 428,50 0,000
Células epiteliales A término 41
Pretérmino 40 561,50 0,013
Polimorfonucleares A término 41
Pretérmino 40 81,5 0,000
Total 81

Nota. Elaboraciéon mediante SPSS.

Respecto a la informacion expuesta en la tabla 2, y tras la aplicacion de la prueba U
de Mann Whitney, los datos muestran que existe diferencia de macrofagos, linfocitos,
células epiteliales y polimorfonucleares segun edad gestacional, aceptandose la

hipétesis alternativa planteada (p valor < 0.05).
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Tabla 3
Promedio por lamina de macréfagos, linfocitos, células epiteliales y
polimorfonucleares segun edad gestacional de todas las laminas analizadas.

Edad gestacional

Variables A Término Pretérmino Significancia
Media (n) Rango Media (n) Rango P
Macréfagos 60 45 - 85 68 45 —-100 0,000
Linfocitos 64 40 - 80 72 55-120 0,000
Células epiteliales 6 02-25 6 02-12 0,013
Polimorfonucleares 75 45 — 150 181 65 - 320 0,000
Total 205 327

Nota. Elaboraciéon mediante SPSS

En la tabla 3, se presenta el promedio estadisticamente significativo (p<0.05), por
lamina, del conteo de cada tipo de célula inmunitaria, diferenciandolos en los 2
grupos: recién nacidos a término y recién nacidos pretérmino. Se observa que la suma
de los promedios de los 4 tipos celulares estudiados en RN a término (RNAT) es 205
y en RN pretérmino (RNPT) es 327. Individualmente, el promedio de macrofagos en
RNAT es 60 y en RNPT es 68; el promedio de linfocitos en RNAT es 64 y en RNPT
es 72; el promedio de células epiteliales en RNAT es 6 y en RNPT es 6 y el promedio
de PMN en RNAT y RNPT es 75 y 181 respectivamente. Esto Ultimo evidencia que
los PMN son la linea celular que predomina en el calostro tanto de RNAT, como de
RNPT de la muestra estudiada.
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Tabla 4
Promedio por lamina de totalidad celular segun edad gestacional y variables

intervinientes del total de laminas analizadas.

TOTAL
Variables A término Pretérmino Significancia
Media Media P
Edad
18-25 208 345 <0,001
26-35 200 316 <0,001
Procedencia
Rural 207 319 <0,001
Urbana 203 334 <0,001
Sexo RN
F 197 320 <0,001
M 208 329 <0,001
Tipo parto
Cesarea 201 306 <0,001
Vaginal 211 407 <0,001

Nota. Elaboraciéon mediante SPSS

En la tabla 4 se presenta el promedio significativamente estadistico (p<0.05) del
conteo total de células inmunitarias de cada lamina de calostro, analizada segun la
edad gestacional y las 4 variables intervinientes, observandose que: en RNAT, cuyas
madres tenian entre 18 y 25 afios de edad fue 208 y en los RNPT, 345; en RNAT,
cuyas madres tenian entre 26 y 35 afios de edad fue 200 y en los RNPT, 316; en
RNAT, cuya madre proviene de la zona rural fue 207 y en los RNPT, 319; en RNAT,
cuya madre proviene de la zona urbana fue 203 y en los RNPT, 334; en RNAT de
sexo femenino fue 197 y en las RNPT, 320; en RNAT de sexo masculino fue 208 y en
los RNPT, 329; en RNAT nacidos por cesarea fue 201 y en los RNPT, 306; en RNAT
nacidos por parto vaginal fue 211y en los RNPT, 407. Evidenciandose que, en todas
las variables intervinientes, el promedio del recuento celular total es mayor en los
RNPT.
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Tabla 5
Promedio por lamina de macréfagos, linfocitos, células epiteliales y polimorfonucleares segun edad gestacional y variables

intervinientes de todas las ldminas analizadas.

Macrofagos Linfocitos Células epiteliales PMN
Variables térr':ino té:)rrr\(ieno Sig. térn':\ino té:)rrrl?no Sig. térrﬁ\ino té:)nr]?no Sig. térr':ino té:)n:(iano Sig.
Media  Media P Media  Media P Media  Media P Media  Media P
Edad
18-25 60 69 0,018 65 72 0,161 6 7 0,045 78 197 <0,001
26-35 60 67 0,002 63 72 <0,001 5 6 0,176 72 172  <0,001
Procedencia
Rural 61 64 0,263 66 68 0,568 5 7 0,013 76 181  <0,001
Urbana 60 71 <0,001 63 76 <0,001 6 6 0,178 75 181  <0,001
Sexo RN
F 57 68 0,01 64 73 0,153 5 5 0,084 70 174  <0,001
M 61 67 0,004 64 72 <0,001 6 7 0,056 77 183  <0,001
Tipo parto
Cesarea 60 66 0,005 62 72 <0,001 6 7 0,041 74 162  <0,001
Vaginal 60 72 0,002 68 74 0,084 5 5 0,17 78 257 <0,001

Nota. Elaboracién mediante SPSS
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En la tabla 5 se presenta el promedio del conteo celular para cada estirpe estudiada,
en relacion a la edad gestacional y las 4 variables intervinientes, obteniéndose los
siguientes resultados: el promedio de macréfagos en RNAT cuyas madres tenian
entre 18 y 25 afios fue 60 y en los RNPT, 69 (p<0.05); en RNAT cuyas madres tenian
entre 26 y 35 afios fue 60 y en los RNPT, 67 (p<0.05); en RNAT cuyas madres
provenian de la zona rural fue 61 y en los RNPT, 64 (p>0.05); en RNAT cuyas madres
provenian de la zona urbana fue 60 y en los RNPT, 71 (p<0.05); en RNAT de sexo
femenino fue 57 y en las RNPT, 68 (p<0.05); en RNAT de sexo masculino fue 61y en
los RNPT, 67 (p<0.05); en RNAT nacidos por cesarea fue 60 y en los RNPT, 66
(p<0.05); en RNAT nacidos por parto vaginal fue 60 y en los RNPT, 72 (p<0.05).

Referente al promedio de linfocitos, en RNAT cuyas madres tenian entre 18 y 25 afios
fue 65y en los RNPT, 72 (p>0.05); en RNAT cuyas madres tenian entre 26 y 35 afios
fue 63 y enlos RNPT, 72 (p<0.05); en RNAT cuyas madres provenian de la zona rural
fue 66 y en los RNPT, 68 (p>0.05); en RNAT cuyas madres provenian de la zona
urbana fue 63 y en los RNPT, 76 (p<0.05); en RNAT de sexo femenino fue 64 y en
las RNPT, 73 (p>0.05); en RNAT de sexo masculino fue 64 y en los RNPT, 72
(p<0.05); en RNAT nacidos por cesarea fue 62 y en los RNPT, 72 (p<0.05); en RNAT
nacidos por parto vaginal fue 68 y en los RNPT, 74 (p>0.05).

Referente al promedio de células epiteliales, en RNAT cuyas madres tenian entre 18
y 25 afos fue 6 y en los RNPT, 7 (p<0.05); en RNAT cuyas madres tenian entre 26 y
35 afos fue 5y en los RNPT, 6 (p>0.05); en RNAT cuyas madres provenian de la
zona rural fue 5y en los RNPT, 7 (p<0.05); en RNAT cuyas madres provenian de la
zona urbana fue 6 y en los RNPT, 6 (p>0.05); en RNAT de sexo femenino fue 5y en
las RNPT, 5 (p>0.05); en RNAT de sexo masculino fue 6 y en los RNPT, 7 (p>0.05);
en RNAT nacidos por ceséarea fue 6 y en los RNPT, 7 (p<0.05); en RNAT nacidos por
parto vaginal fue 5y en los RNPT, 5 (p>0.05).

Referente al promedio de PMN, en RNAT cuyas madres tenian entre 18 y 25 afos
fue 78 y en los RNPT, 197 (p<0.05); en RNAT cuyas madres tenian entre 26 y 35
afios fue 72 y en los RNPT, 172 (p<0.05); en RNAT cuyas madres provenian de la
zona rural fue 76 y en los RNPT, 181 (p<0.05); en RNAT cuyas madres provenian de
la zona urbana fue 75 y en los RNPT, 181 (p<0.05); en RNAT de sexo femenino fue
70 y en las RNPT, 174 (p<0.05); en RNAT de sexo masculino fue 77 y en los RNPT,
183 (p<0.05); en RNAT nacidos por cesarea fue 74 y en los RNPT, 162 (p<0.05); en
RNAT nacidos por parto vaginal fue 78 y en los RNPT, 257 (p<0.05).

Se evidencia que el promedio del conteo celular para cada linea estudiada es igual o
mayor en los RNPT que en los RNAT y muestra significancia estadistica (p<0.05) en
su relacion con la mayoria de las variables intervinientes.
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V. DISCUSION

La leche materna se encuentra compuesta por gran cantidad de nutrientes, proteinas,
enzimas y otros componentes celulares que son esenciales para la defensa del
neonato ante potenciales patdgenos, extendiéndose desde el propio nacimiento y a
lo largo de los meses en los que el recién nacido crece. El calostro por su parte, es el
primer alimento recibido por el neonato, el cual es una variante mas amarillenta
debido a las altas concentraciones de nutrientes, anticuerpos y células que tiene, asi
como la presencia de carotenoides. Estudios propuestos anteriormente postulan la
presencia de un mayor recuento celular en el calostro de aquellas madres que

presentan parto pretérmino (45-47).

En la presente investigacion, se ha observado que existe una diferencia
estadisticamente relevante entre la presencia y recuento de macréfagos, linfocitos,
polimorfonucleares y células epiteliales en el calostro de madres con parto pretérmino
y el de madres con parto a término, siendo en el primer grupo mucho mayor que en
el segundo grupo. La importancia de esta informacion radica en que se confirma la
capacidad que tiene el cuerpo de generar gran cantidad de células inmunitarias ante
partos pretérmino, considerando que, al tener un menor periodo de gestacion, el
neonato se encuentra mucho mas expuesto a cualquier infeccion causada por otros
patdgenos, por lo que la estimulacion de los linajes celulares inmunes como de
proteinas inmunitarias en la leche materna son imprescindibles, dado que es la
primera fuente de alimento que recibe el neonato. El calostro producido por madres
con partos prematuros es fuente rica en células inmunitarias, por lo que es necesario

gue no se le exonere de este alimento y se le provea prontamente.

Asimismo, los resultados de esta investigacion son similares a los de la investigacion
realizada por Li et al., quienes encontraron una diferencia significativa entre el
recuento de células hematopoyéticas y células del sistema inmune en el calostro,
leche de transicién y leche madura, siendo mayor en el calostro, y reduciéndose
mientras mas madura se encuentra la leche, y principalmente cuando el calostro era
de madres con parto prematuro (5). La leche materna conforme pasa los meses, va
reduciendo su carga celular inmunitaria, esto debido a que este grupo celular empieza

a desarrollarse en el neonato, que se complementa con los anticuerpos y otras
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moléculas de identificacion y defensa proporcionados por la madre. Este cambio
causa que este grupo de recién nacidos sean mucho mas susceptibles a los
patdgenos externos (18,19,45), razon por la que la madre induce la produccién de
una mayor cantidad de anticuerpos y células del grupo inmunolégico como linfocitos,
macroéfagos y polimorfonucleares (PMN), los mismos que son enviados al menor en

el calostro y en la posterior leche materna madura.

Adicionalmente, los hallazgos encontrados en la presente investigacion tienen
semejanza a lo sefalado por Dawarkadas et al., quienes indicaron que el recuento
celular de linfocitos, macrofagos y neutréfilos fue mucho mayor en el calostro de
puérperas con partos pretérminos, a diferencia de aquellos partos que eran a término
(37); asi como con el estudio de Jain et al., quienes manifestaron encontrar un mayor
recuento celular total en el calostro de partos pretérmino a diferencia de los partos a
término (38). Los linfocitos en la sangre que suelen presentarse son aquellos de la
linea T y B, aunque son los B los mas estudiados. Estas células brindan inmunidad a
corto plazo, y va a variar conforme las lineas celulares inmunologicas se van
desarrollando en el neonato. En el caso de los macrofagos, estos son importantes
para la defensa en contra de los patdgenos, transportando inmunoglobulinas
principalmente en el calostro. Asimismo, se encargan de producir factores de
crecimiento celular que estimulan al crecimiento y desarrollo de los epitelios
intestinales y a la futura produccion de enzimas digestivas que permitiran digerir
compuestos mas complejos. Respecto a los neonatos prematuros, el epitelio intestinal
se encuentra pobremente desarrollado, siendo esta una probable causa de la
cantidad elevada de macréfagos en el calostro de madres con parto pretérmino. Por
otro lado, en el caso de los PMN, estos predominan en el calostro, principalmente
cuando una gestante se acerca a fechas del parto. Conforme pasa el tiempo, esta
carga celular disminuye, siendo compensada con mayor produccion de leche, dando
razon al incremento de células PMN en el calostro de puérperas con partos

prematuros (48).

Respecto al primer objetivo especifico, en el presente estudio se reportdé que, tanto
en el calostro de madres con parto pretérmino como en parto a término, habia
presencia de linfocitos, PMN, células epiteliales y macréfagos. Estos hallazgos son
semejantes a los reportados por Li et al., quienes reportaron la presencia de linfocitos

en proporcion a la edad gestacional de la madre (ya sea en partos pretérmino como
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los a término). Ademas, indicaron que el contenido celular varia a lo largo el tiempo,
disminuyendo progresivamente mientras el recién nacido va creciendo (5,48). De la
misma manera, se parecen a los sefialados por Jain et al., quienes encontraron las
mismas lineas celulares en madres tanto prematuras como aquellas con partos a
término. En el caso de los linfocitos, los méas reportados fueron los de lalinea T (T4y
T8) y B, sobre todo en puérperas con partos pretérmino (38). Los infantes que nacen
prematuramente son mas susceptibles a infecciones por patégenos respecto a los

nacidos a término, por lo que requieren una mayor inmunidad (48).

Por otro lado, respecto al segundo objetivo especifico, en el presente estudio se
reportaron diferencias en el recuento celular entre partos pretérminos y a término en
los linfocitos, macrofagos y células epiteliales en el promedio de toda la lamina. En el
caso de los PMN, la diferencia de medias es muy significativa (por mas de 100). La
presencia de PMN es abundante en el calostro de las madres, incluso antes del parto,
el cual se va reduciendo conforme pasa el tiempo y la leche madura (48,49). Estos
hallazgos confirman lo reportado por Li et al., y con los indicados por Jain et al.,
guienes afirmaron que las medias en el recuento celular eran mas abundantes en el
calostro de mujeres con parto prematuro (37,38). Cada uno de los grupos celulares
contribuyen a la defensa del neonato, evitando infecciones potenciales que pongan

en peligro su vida (50).

La principal limitacion en el presente estudio fue que el recuento de células se hizo a
través de procesos microscopicos, los cuales permiten ver las células presentes en la
leche materna, pero no su viabilidad, sumandole que no se continud la evaluacion de
los neonatos por mas tiempo para determinar si hubo significancia clinica en
comparacion a la cantidad celular que arrojé el conteo. Asimismo, se puede caer en
el sesgo al momento del recuento celular, dado que puede haber una diferencia
celular causada por cualquier microtrauma, lesion o laceracion en el interior/exterior
de la mama, lo que inmunolégicamente incrementaria la presencia de células
inmunitarias. Cada uno de estos procesos inflamatorios tienen un periodo estimado
de 7 dias, y la recoleccién de la muestra se ha dado en los primeros 5 dias de ocurrido
el parto, por lo que puede haber influido en los datos recolectados. Por otro lado, la
revisidn microscopica celular no puede mostrar la presencia de inmunoglobulinas y

otras moléculas inmunitarias, tal como si lo haria la inmunohistoquimica.
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V. CONCLUSIONES

Existe diferencia estadisticamente significativa en el recuento absoluto de
macrofagos, linfocitos, polimorfonucleares y células epiteliales del calostro de madres

de recién nacidos pretérmino y a término adecuados para la edad gestacional.

La media del recuento celular de macréfagos, linfocitos, células epiteliales y
polimorfonucleares fue mayor en el calostro de madres de recién nacidos pretérmino
gue en el calostro de madres de recién nacidos a término adecuados para la edad

gestacional, con mayor diferencia en los polimorfonucleares.
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VI. RECOMENDACIONES

Los establecimientos donde se atienden partos deben procurar la lactancia materna
precoz en el recién nacido a término y pretérmino dadas sus multiples ventajas, entre
ellas, la transferencia de células inmunes. De no estar indicada la via oral por

problemas de salud, la calostroterapia sera una buena alternativa.

Realizar estudios en la misma linea de investigacion prospectivos, que tomen como
muestra evaluada al calostro y a la leche materna hasta el fin de la lactancia, para
observar si estas diferencias entre puérperas con parto pretérmino y a término se

mantienen a lo largo del tiempo.

Estudiar la leche materna bajo otros analisis que sean capaces de identificar otros
componentes celulares y moleculares que pertenezcan a los sistemas de inmunidad

celular y humoral.

Disefar estudios que permitan determinar si las diferencias numeéricas y estadisticas

reportadas en el presente estudio implican una diferencia clinicamente significativa.
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Anexo 1: Ficha de recoleccidn de datos

Hoja de recoleccidon de datos:

ANEXOS

Hoja Numero:

Trabajo de Investigacion: “Recuento absoluto de macréfagos, células epiteliales y

linfocitos, con tincidbn Papanicolaou en el calostro de madres de recién nacidos a

término y pre-término en el Hospital Belén de Truijillo.”

l. Del recién nacido:

Nombres y Apellidos: ......

Sexo:M () F()
A término — AEG ()

. De la madre:

Nombres y Apellidos: ......

Edad gestacional............ semanas

Pretérmino — AEG ( )

DNI o Edad materna: .................. afos

Tipo de parto: ceséarea ( ) vaginal ()

Procedencia: urbana ( ) rural ()

Peso.........coee.. Talla......c.cooooeiiinnn. IMC:

1. Del calostro:
Células Recuento absoluto por 10 campos
microscopicos

Macrofagos
Linfocitos

Células epiteliales

Total
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Anexo 2: Consentimiento informado

Consentimiento informado

Yo , con DNI declaro que he

sido informada e invitada a participar en una investigacion denominada “Recuento de
macroéfagos, células epiteliales y linfocitos en calostro materno de neonatos a término
y pre término. Hospital Belén de Truijillo”. Entiendo que este estudio busca determinar si
existe diferencia en el recuentro absoluto de macréfagos, linfocitos y células epiteliales del
calostro de madres de nifios a término y pretérmino que se llevara a cabo en el Departamento
de Neonatologia del Hospital Belén de Truijillo, entiendo que mi participacion es fundamental
para llevar a cabo la investigacion. Colaboraré con la donacién de dos gotas de calostro; asi
mismo me han explicado que la informacion registrada sera confidencial, y que los nombres
de los participantes seran asociados a un numero de serie.

Estoy en conocimiento que los datos del estudio de mi muestra podré conocerlos si los
requiero y que no existira retribucion econémica o de otra indole por mi participacién. Tengo
conocimiento que la presente investigacion contribuira a profundizar en el estudio de la

lactancia materna y los beneficios inmunoldgicos para los bebes.

Asimismo, sé que puedo negar la participacién, sin expresion de causa hi consecuencias

negativas para mi.

En sefal de conformidad, si acepto voluntariamente participar en este estudio y declaro haber
recibido una copia del presente documento.

Revocatoria a participacion:

Por la presente firma declaro mi negativa a participar del estudio:
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Anexo 3: Instrucciones para la coloracion PAP

Coloracion PAP(41)

1. Rotular las laminas de acuerdo al nimero asignado usando un lapiz punta de
diamante.

2. Sumergir las laminas en alcohol al 96% (retirar exceso de fijacion).

3. Pasar la canastilla con ldminas por agua corriente hasta que esta aclare, luego
dejar escurrir (hidratacién).

4. Sumergir las laminas en Hematoxilina.

5. Pasar la canastilla con laminas por agua corriente hasta que esta aclare, luego
dejar escurrir.

6. Sumergir las laminas en agua acida o alcohol &cido.

7. Sumergir las laminas en agua amoniacal o carbonato de litio.
8. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol al 96%.

9. Sumergir la canastilla en Orange G y dejar escurrir.

10. Sumergir la canastilla con laminas en etanol al 96%.

11. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol al 96%.

12. Sumergir la canastilla en EA 36 o0 EA 50 y dejar escurrir.

13. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol al 96% (realizar el procedimiento
dos veces consecutivas).

15. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol etilico absoluto (realizar el
procedimiento dos veces consecutivas).

17. Sumergir la canastilla en xilol o sustituto de xilol, y escurrir el excedente (realizar
el procedimiento tres veces consecutivas).
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Anexo 4: Imagenes de laminas en diferentes aumentos, tanto de pretérmino como

de a término.

Fig.1: Extendido con celularidad Fig.2: Extendido de lamina 74, a
abundante visto a 40x, mayor aumento.
correspondiente a la lamina 75 que

pertenece a una muestra de calostro

de pretérmino.

Fig.3: Extendido de lamina
ndmero 73 a mayor
aumento,flechas rojas: PMN,
flechas amarillas: macréfagos y
flechas azules: linfocitos.

Fig.4: Extendido con escasa
celularidad, perteneciente a la lamina
52 de calostro a término.
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