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INTRODUCCION

La leche materna (LM) es un fluide dindmico compuesto
de nutrientes, componentes bioactivos y factores inmunes;
incluidas células. Sin embargo, la dindmica de estos
componentes celulares en las diferentes etapas de la
lactancia y las diferencias entre la leche son poco
conocidas (Li et ai,, 2019), La citometria de flujo es una
herramienta Util para analizar subpoblaciones celulares en
la leche materna. Sin embargo, se ha establecido que las
tinciones deben realizarse en leche recién obtenida o
almacenada a 4 °C debido a la perdida de viabilidad celular
(Trend et al., 2015). El uso de la congelacidn como método
de conservacion de la leche materna hace referencia solo
a la estabilidad de los macronutrientes y otras moléculas
(Yochpaz et al,, 2020). En este trabajo se analizd el efecto
de la congelacion sobre la viabilidad de las células
presentes en la leche materna para su uso en citometria
de flujo.

METODOS

Estudio: Exploratorio y descriptivo
Recoleccion de LM madura,
previo obtencién del consentimiento
informado.

Método de extraccion habitual
durante 16 dias (10 mL)

Conservacion de las
muestras

Tubos estériles de 15 ml,
almacenaje a -20°C

Analisis
Se descongelaron las 16 muestras de LM,
Posteriormente, las muestras se procesaron como sigue:
+ Centrifugaciona 500 g, 4°C, 10 minutos,
* Lavados con PBS XX pH 7.4 (2X)
* Tincidn con loduro de Propidio (IP) para evaluar viabilidad
{Ix10° cely/mL). SDS como control + de muerte
+ ldentificacién de subpoblaciones celulares mediante citometria
con ab anti CD3 FITC, CD4 PE, CD8PE, TCR y6 FITC,
CD45PE, CD36 FITC.
* Anilisis estadistico (Flow Jo)

REFERENCIAS

1. LS, Zhang L., Zhou, Q. Jiang,S.,
International Lactation Consultant Association, 35(3),528-534 . https://

SSC-H 2 58C-H

—

RESULTADOS
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Andlisis por citometria de flujo.
andlisis del porcentaje de viabilidad mediante tincidn con yoduro de
propidio, PI{(-) tincidn negativa; PI(+) tincién positiva. RI indica el
porcentaje de celulas muertas. La tabla indica porcentaje de viabilidad

A) seleccion de la poblacidn, B)

y de células muertas de tres muestras de LM congeladas
representativas del estudio. €) tincién de subpoblaciones celulares
utilizando la muestra del dia 16 de congelacion,

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se muestra que el tiempo de congelacién al menos durante |6 dias no
afecta la viabilidad celular de forma considerable (<6%), lo que permite
analizar diferentes subpoblaciones celulares presentes en la LM, ya que
se conserva integra la membrana plasmadtica, Estos resultados muestran
que pueden trabajarse muestras de LM almacenadas a -20°C al menos
para ensayos de citometria de flujo. Sin embargo, se deberdn realizar
ensayos adicionales para determinar si esa viabilidad puede reflejarse en
ensayos funcionales in vitro de estas células.
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