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Fig.18. Comparagdo dos mRNAs de diferentes individuos apds ativacdo e
normalizag&o das quantidades de RNA total adicionadas (pelo método da
densitometria da fragdo 28S), transformadas em % do controle basal.
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3.2.2. Crescimento de populagado celular (CC)

O crescimento de queratinécitos humanos normais em diferentes
camadas de sustentagédo, definido segundo o pardmetro CC é apresentado

na figura 20.
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Fig.20. Comparacdo das linhagens celulares resistentes a geneticina, utilizadas
como camada de sustentagdo para o crescimento de queratindcitos,
considerando como 100% o numero de queratinécitos obtidos quando em
crescimento sobre as células 3T3-J2.

Chegamos a conclusdo que dos dois clones por nds obtidos,
somente o 3T3-J2RB (Fig. 19 e 20) é comparavel as células que |he deram
origem no que diz respeito a sua utilizagdo como camada de sustentagdo no
processo de selegdo apos a transfecgdo dos queratinécitos, e que a linhagem
NIH-3T3 resistente a geneticina pode ser usada desde que com o dobro de

células normalmente usadas com a linhagem celular 3T3-J2.
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Fig.23. Eficiéncia de camada de sustentagcdo pelo método de Crescimento de
populagao celular variando o nimero de células e a irradiagao.

Com este experimento pudemos verificar que diminuindo a
guantidade de irradiagdo ndo aumentamos significativamente o rendimento do
crescimento celular, além de corrermos o risco de alguma possivel duplicacdo
dos fibroblastos. Verificamos também que, mesmo duplicando a quantidade de
células Am12/LBSN, alcangamos somente a metade do crescimento celular com
relacdo as células que cresceram sobre uma camada de sustentagao, constituida
de fibroblastos 3T3-J2. Com a mesma quantidade que a dos fibroblastos

3T3-J2, este rendimento cai para 1/4.
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5.3.2. Eficiéncia de formagdo de coldnias

Em paralelo ao CC foi efetuada a determinagdo de Eficiéncia de
Formacédo de Colénias (EFC) dos queratinécitos, utilizando como parametro o
namero de coldnias (abortivas e nado abortivas) formadas quando os
queratindcitos sdo semeados em camadas de sustentacdo mista, variando tanto
as células Am12/LBSN como as células 3T3-J2 (Fig. 25)-' Foi usado como
controle 0 mesmo numero de queratinbcitos semeados numa camada de

sustentagio constituida somente de células 3T3-J2.

200 [ ] Nao Abortivas
100% [ | Abortivas
160 [] 96%
e 87% [ |
= g 81% 80% 76% 78%
o> cg 120 'ﬂ F
= 63%
= o 59%
&3
£z 80 [
(=} = -
4| H
0+ 111 T T T T TJ‘ )
3T3-J2 (10 3cel) 250 50 100 200 250 50 100 200 250
Am12/LBSN(X103 cel) 500 i 750

Fig. 25. Eficiéencia da camada de sustentagdo determinada pelo método de
Eficiéncia de Formacao de Coldnias (numero de colbnias).

Destes experimentos podemos concluir que a irradiagéo de 30 e 60
Gy (3000 e 6000 rads) ndo tem uma variagéo consideravel quando utilizamos as
células Am12/LBSN como camada de sustentagao € que somente estas nao sao
suficientes para auxiliar o crescimento dos queratinécitos. Podemos aobservar
também que a melhor propor¢do da mistura de células Am12/LBSN e 373-J2, é

de 2:1 respectivamente.
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