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Fundamentagdo:A doenga de Niemann-Pick € um grupo de disturbios caracterizados pelo acimulo de esfingomielina e
outros lipidios nos tecidos. O tipo C, ndo ocorre deficiéncia de esfingomielina, o acimulo de lipidios é observado em
fibroblastos de individuos que provavelmente tenham uma deficiéncia no transporte do colesterol dos lisossomos.
Objetivos:O objetivo deste trabalho foi o de otimizar a técnica para o diagnéstico de individuos com Doenga de Niemann-
Pick C de acordo com o método de coloracdo de fibroblastos com o corante Fillipin. Causistica:Foram utilizados fibroblastos
de individuos com suspeita da doenca de NPC em andamento no laboratério de cultura de tecidos do Servico de Genética
Médica do HCPA. Os fibroblastos foram cultivados em meio Ham-F10 com 10% de SBF (Soro Bovino Fetal) e apds
confluéncia foram tripsinizados. A tripsina foi completamente removida por centrifugagdo com o meio Ham-F10. Em seguida
foi colocado 3 mL de meio MEM com 8% de LPDS (soro deficiente em Lipoproteina). Os fibroblastos foram entdo
transferidos para placas de petry contendo uma laminula, cultivados por 3 dias em estufa de CO2 com 1,5mL de meio MEM
com 5% de LPDS. Os fibroblastos foram tratados, entdo, com 1,5mL de meio MEM + 8% de LPDS contendo 50 ug de LDL
humana por mL de meio. Apds incubagdao por 24 horas foi realizado a coloragdo com o corante fillipin de acordo com a
técnica de Kruth e colaboradores (1986) de modo a observarmos ou ndo a presenca de colesterol no citoplasma celular.
Resultados:O soro deficiente em LPDS ndo inativa completamente a tripsina. A modificagdo do método com a eliminagdo de
tripsina no preparo dos fibroblastos possibilitou uma maior aderéncia deste sobre a laminula, aumentando quantitativamente
o numero de fibroblastos a serem corados. ConclusGes:A eliminacdo da tripsina possibilitou um diagnéstico mais preciso
devido ao maior nimero de fibroblastos que ficaram aderidos a laminula. Desta forma o novo protocolo aumentou a
eficiéncia e a confiabilidade dos resultados.



