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O bloqueio do ciclo celular em G1 é um mecanismo regulado pela proteina p21 e associado a resposta
celular radioinduzida para permitir a checagem do contedo genético, reparo e morte celular. A analise de
proteinas que participam desta resposta tem progredido com as novas ferramentas analiticas, e os dados
contribuem a compreensao dos eventos moleculares radioinduzidos e para novas abordagens em praticas
que empregam radiacBGes ionizantes. Nessa perspectiva, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar, por
citometria de fluxo, os niveis de expressdo da proteina p21 em linfécitos humanos irradiados e mantidos
sob diferentes condicOes experimentais. Amostras de sangue periférico de 10 individuos saudaveis foram
submetidas a doses de 0 (néo irradiada); 1; 2 e 4 Gy. Os linfdcitos foram processados para analises por
citometria de fluxo, ex vivo (sem cultura) e ap6s cultivo durante 24; 48 e 72 horas, com e sem estimulo
com fitohemaglutinina. Os niveis de expressdo da p21 foram mensurados em valores percentuais. Os
resultados indicam que o ensaio por citometria de fluxo possibilita a deteccdo de variacBes na expressdo
da p21, uma vez que foram detectadas elevacbes significantes nas amostras estimuladas com
fitohemaglutinina, para todos os tempos, em relacdo a expressdo basal (ex vivo). Entretanto, ndo foram
verificadas variacOes significantes da expressdo radioinduzida da proteina p21, para todas as doses,
tempos e condic¢Bes de cultura analisados. Estes resultados ndo indicam, portanto, a proteina p21 como
bioindicador de exposi¢do a radiacdo ionizante. Contudo, a confirmacdo destes dados pode requerer a
analise de uma populacdo maior.
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Flow cytometric analysis of p21 protein expression on irradiated human lymphocytes.

Cell cycle blockage in G1 is a mechanism p21 protein-regulated and coupled to DNA damage response to
permit genetic content analysis, damage repair and cell death. Analysis of proteins that participates of this
response has progressed with new analytic tools, and data contributes to comprehension of radioinduced
molecular events as well as to new approaches on practices that employ ionizing radiation. On this
perspective, the aim of this research was to evaluate, by flow cytometry, p21 expression on irradiated
human lymphocytes, maintained under different experimental conditions. Peripheral blood samples from
10 healthy subjects were irradiated with doses of 0 (non-irradiated), 1, 2 and 4 Gy. Lymphocytes were
processed to analysis on ex vivo (no cultured) condition and after 24; 48 and 72 hours culture, with and
without phytohemagglutinin stimulation. p21 protein expression levels were measured by flow cytometry,
as percentage values. Results indicate that flow cytometric assay allows detection of changes on p21
expression, since it was detected significant increase on phytohemagglutinnin-stimulated samples, for all
times, against basal expression (ex vivo). However, it was not observed significant alterations on p21
protein radioinduced levels, for all doses, times and culture conditions analyzed. These results not
indicate so p21 protein as bioindicator of ionizing radiation exposure. Nevertheless, data confirmation
may to require analysis of a more numerous population.
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1. INTRODUCAO

Um dos requisitos mais importantes para praticas humanas e médicas envolvendo radia¢oes
ionizantes é a compreensdo dos mecanismos que regem os efeitos moleculares, celulares e
teciduais induzidos pelas radiagdes. Os atuais avangos em radiobiologia visam ndo sé uma
melhor compreensdo da resposta celular radioinduzida, como também o desenvolvimento de
abordagens prognosticas, diagndsticas e terapéuticas modernas em radioprotecdo e radio-
oncologia *.

Uma das areas de maior interesse e impacto em radiobiologia consiste na investigacdo da
resposta aos danos radioinduzidos a molécula de DNA, ou DDR (DNA-damage response), em
particular aos eventos que decorrem dos danos & dupla fita > A DDR consiste em uma via
molecular complexa que atua no sentido de promover a restauracdo da integridade do DNA e
envolve a localizacéo e sinalizagcdo dos danos, bloqueio do ciclo celular, checagem do contetido
genético, reparo dos danos e morte celular *.

A ampla gama de moléculas e eventos que fazem parte desta cascata de sinalizacdo
intracelular pode ser investigada no intuito de caracterizar a resposta celular radioinduzida. Os
parametros que melhor caracterizam essa resposta consistem em potenciais bioindicadores de
exposicdo, efeito ou sensibilidade as radiagcdes. Alguns ensaios ja sdo bem estabelecidos nesse
sentido, a exemplo da avaliacdo de alteragcBes citogenéticas para estimativa de dose em
radioprotecdo. Dentre as células que podem ser empregadas nestas analises, os linfécitos tém se
destacado como um bom modelo para analise dos efeitos bioldgicos da radiacdo, devido a sua
radiossensibilidade e facilidade de obtencéo e cultivo em laboratério *.

O crescente desenvolvimento de analises genémicas e protedmicas, associado ao advento de
novas tecnologias para estudos in vivo e in vitro, tem agregado novas possibilidades aos estudos
em radiobiologia. A analise de proteinas tem despontado como uma alternativa importante neste
empreendimento, uma vez que, ap6s a exposicao a radiacdo, uma série de proteinas sdo hipo ou
hiper-reguladas nos distintos mecanismos relacionados a DDR como resultado de alteracGes
génicas, alteracdes pds-traducionais ou mesmo nas vias de sinalizacdo intra e intercelular °.
Nesse contexto, € interessante analisar proteinas associadas a mecanismos da DDR, utilizando
novas ferramentas analiticas em sua deteccao.

Um dos mecanismos desenvolvidos pelas células sdo os pontos de checagem, que devido a
sua importancia a integridade genémica, foram acoplados a DDR. Estes mecanismos complexos
de sobrevivéncia celular sdo executados durante o ciclo celular no intuito de monitorar o DNA e
neutralizar possiveis danos, de forma a garantir a transmissdo fiel da informacdo genética para a
progénie. As vias de sinalizacdo executadas inibem a progressdo do ciclo celular até que o dano
seja resolvido — e para isso associam também vias de reparo e morte celular ®. Dos pontos de
checagem induzidos em resposta a irradiacdo, 0 mecanismo melhor caracterizado é o bloqueio
do ciclo celular na fase G1 mediado pela p53 e seus reguladores diretos (Mdm2 [murine double
minute 2] e Chk2 [checkpoint kinase 2]) .

A ativacdo do ponto de checagem em G1 mediado pela p53 radioinduzida envolve
principalmente a interagdo da proteina p53 e 0 gene p21, que codifica o inibidor de ciclinas
dependentes de quinase CDKNL1A. A proteina codificada por este gene, denominada p21
(devido a seu peso molecular de 21 quiloDaltons [kDa]), WAF1 (wild-type p53-activated
fragment 1) ou CIP1 (cdk interaction protein 1), é o regulador chave dos eventos que regem o
bloqueio em G1 .

O complexo que regula a passagem da fase G1 para a fase S do ciclo celular é aquele
formado entre a ciclina E e a cdk2. Quando complexada a ciclina E, a cdk2 torna-se uma
unidade ativa e passa a fosforilar a proteina do retinoblastoma (pRb), causando modificagdes
estruturais nesta proteina que estimulam sua dissociagdo do fator de transcricdo E2F. O fator
E2F, em sua forma livre, participa da transcricdo dos genes que regulam a disponibilidade da
ciclina E e fatores requeridos para a fase S °.

A proteina p21 é um potente inibidor de cdks e atua ligando-se aos heterodimeros formados
entre a cdk2 e a ciclina E, inibindo a atividade da cdk2, em seu complexo com a ciclina E, na
fosforilacdo da pRb. Sem sua fosforilagdo, a pRb ndo sofre as alteragdes conformacionais que
permitem sua dissociacdo do fator E2F e, consequentemente, a atividade deste fator. Assim, ha
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0 blogueio na producdo de ciclina E, e outros fatores necessarios a passagem a fase S ndo séo
transcritos, o que resulta no bloqueio do ciclo celular em G1, de forma que a proteina p21
exerce um papel relevante nos processos de bloqueio do ciclo celular *°.

Uma das ferramentas disponiveis para a analise da proteina p21 é a citometria de fluxo, que
tem despontado como uma das ferramentas analiticas mais versateis no estudo de sistemas
bioldgicos. Esta tecnologia permite a realizagdo de analises rapidas e quantitativas de multiplos
parametros em um grande nimero de células **.

Considerando este contexto, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar os niveis de expressdo da
proteina p21, por citometria de fluxo, usando como modelo bioldgico linfécitos periféricos
humanos irradiados in vitro. Visando avaliar a melhor condigdo de ensaio para analise da p21,
os linfécitos foram submetidos a diferentes doses de radiacdo e mantidos em cultura sob
diferentes tempos pds-exposicao e estimulo mitogénico (com e sem fitohemaglutinina).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare); solucéo salina tamponada com fosfato (PBS — phosphate-
buffered saline, pH 7,2-7,4); meio de cultura RPMI-1640 contendo hepes, 300 mg/mL de L-
glutamina, 50 mg/L de sulfato de gentamicina e 2 mg/L de anfotericina B (Cultilab); soro
bovino fetal (SBF) estéril e inativado (Cultilab); azul de trypan a 0,4 % (Sigma); solucdo
tampédo contendo paraformaldeido a 4 % e saponina a 0,1 % (Cytofix/Cytoperm, BD); tampao
de permeabilizacdo e lavagem 1X (Perm/Wash, BD);  anti-CD8-PE (BD); anti-lgG1-PE (BD);
anti-p21 (WAF1)-PE (FKBiotec).

2.2 Métodos
2.2.1 Perfil do estudo e aspectos éticos

O estudo foi do tipo prospectivo e experimental, realizado com 10 individuos, adultos e
sadios, com idades entre 19 e 44 anos (média: 28,8 anos), sendo 6 mulheres e 4 homens. Todos
os individuos relataram ndo terem sofrido exposicdo recente a medicamentos ou quimicos de
elevada toxicidade, ou as radiacGes ionizantes.

Todos os procedimentos de abordagem, informacédo, coleta de sangue periférico e uso dos
dados foram realizados seguindo as recomendacbes do Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude - Universidade Federal de
Pernambuco (processo 297/09).

2.2.2 Obtencgdo do material biolégico e ensaio de irradiacao

De cada voluntario, foram coletados 36 mL de sangue periférico venoso em tubos contendo
heparina sédica. A amostra total foi dividida em 4 aliquotas, das quais uma foi mantida como
controle ndo irradiado e as demais, irradiadas com doses de 1; 2 e 4 grays (Gy) de radiacdo
gama, oriunda de uma fonte de cobalto-60 (Radionics Laboratory, USA) com taxa de dose
média para as irradiacbes de 3,7 Gy/hora. A escolha das doses foi baseada em outros trabalhos
do grupo envolvendo a analise de proteinas em resposta a irradiagcdo e correspondem a doses
elevadas para exposigdes ocupacionais e de relevancia no setor terapéutico: 1 Gy — administrada
a pacientes radiossensiveis, como varia¢do do protocolo convencional; 2 Gy — dose 100 vezes
maior que o limite anual para o trabalhador; dose convencional empregada por sessdo em
protocolos convencionais de radioterapia; 4 Gy — corresponde a DL50(30) para 0 homem (dose
letal para 50 % dos individuos irradiados de corpo inteiro, para um periodo de 30 dias) * *2.
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2.2.3 Obtengdo e cultura de linfocitos

As amostras foram diluidas em PBS e em seguida depositadas sobre solugdo de Ficoll (3:1) e
centrifugadas a 400 x g, durante 35 minutos. A camada de células mononucleares foi resgatada
e submetida a lavagens com PBS (250 x g, 10 minutos). O pellet final foi ressuspendido em
meio RPMI suplementado com 10 % de SBF e analisado quanto a sua viabilidade (via ensaio
com azul de trypan).

Para as analises ex vivo, uma parte da suspensdo celular foi processada diretamente para
citometria de fluxo. Como a capacidade das células removerem o dano ao DNA pode estar
relacionada com a atividade proliferativa, foram avaliadas células quiescentes e em divisao.
Assim, para as analises in vitro apds 24, 48 e 72 horas, as células foram submetidas a cultivo
celular, realizado em placas de fundo chato, com e sem fitohemaglutinina (PHA -
phytohemaglutinnin) (concentracdo final: 10 pg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C, 5 %
de CO,, sob atmosfera umidificada.

2.2.4 Citometria de fluxo
2.2.4.1 Processamento e marcacao

Para cada andlise, foram utilizadas 6 x 10° células/tubo. O meio suplementado foi retirado
por centrifugacdo (300 x g, 5 minutos) e as células, lavadas com PBS gelado (300 x g, 5
minutos). Em seguida, as células foram fixadas durante 20 minutos, em gelo, com solugao
contendo paraformaldeido a 4 % e saponina a 0,1 %. Esta solugdo foi removida por
centrifugacdo (400 x g, 5 minutos) e as células foram submetidas a permeabilizacdo através de
lavagens (400 x g, 5 minutos) com soluc¢do contendo saponina e soro bovino fetal (solucdo de
permeabilizacdo e lavagens). O pellet celular foi ressuspendido nesta mesma solugdo para
marcacgao com os anticorpos monoclonais.

Para as amostras controle (ndo-irradiadas), foi montado um set de tubos para ajustes iniciais,
sendo: um tubo sem marcagdo, um tubo marcado com anti-CD8-PE; e um tubo marcado com
anti-1gG1-PE (controle isotipico). Para amostras controle e irradiadas, um tubo foi marcado com
anti-p21 (WAF1)-PE. Ap6s a adicdo dos anticorpos, as células foram incubadas durante 30
minutos, ao abrigo da luz. A retirada do excesso de anticorpos (400 x g, 5 minutos) e
ressuspensao final do pellet foram realizados com tampé&o de permeabilizacdo e lavagem.

2.2.4.2 Aquisicdo e andlise de dados

As leituras das amostras foram realizadas em citbmetro de fluxo modelo Gallios (Beckman
Coulter), utilizando software do proprio equipamento. Graficos de densidade foram utilizados
na visualizacao das populag6es celulares de interesse e analise da fluorescéncia. A fluorescéncia
foi analisada também através de graficos do tipo histograma.

Na leitura de cada amostra (tubo), foram adquiridos 50.000 eventos. As células ndo marcadas
foram utilizadas no ajuste dos detectores de voltagem e ganho dos sinais de dispersao do laser
(FSC: forward scatter; SSC: side scatter), para delimitacdo da populacdo de interesse
(linfocitos) e definicdo da regido negativa de analise da proteina; marcadas com CD8-PE (PE:
ficoeritrina), para ajuste da regido positiva do detector de fluorescéncia FL2; marcadas com
IgG1-PE (controle isotipico), para medida das ligagBes inespecificas. Em seguida, foram
realizadas as leituras das amostras marcadas com o anticorpo de interesse (anti-p21-PE).

Os dados adquiridos foram analisados no software Kaluza (Beckman Coulter), e as
expressdes da proteina foram mensuradas em valores percentuais.

2.2.5 Andlise estatistica e apresentacdo dos dados
A ferramenta utilizada na analise dos dados de expressdo da proteina foi o programa Biostat

(Instituto Miramaud). Na analise, foi realizada uma estatistica descritiva dos dados. Diferengas
entre médias foram analisadas através da analise da variancia (ANOVA) one-way e, sendo as
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variancias desiguais, foi aplicado o teste t de Student. Para interpretacdo da verdade cientifica,
diferencas estatisticamente significantes foram aceitas para valores de p de significancia iguais

ou menores que 0,05 (p <0,05).

3. RESULTADOS

A Figura 1 apresenta graficos obtidos a partir de amostras ndo irradiadas, analisadas ex vivo e
ap6s cultura de 24, 48 e 72 horas, com e sem estimulo com PHA. Os gréficos relacionam os
parametros fisicos de tamanho (FSC) e complexidade (SSC) das células, permitindo a
diferenciacdo dos grupos celulares contidos na amostra e a delimitacdo da populacdo de
interesse, os linfocitos. A andlise das células irradiadas foi realizada da mesma maneira.
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Figura 1: Dot plots de aquisi¢do dos parédmetros de tamanho (FSC) e complexidade (SSC) celular para
as analises de amostras ndo irradiadas, ex vivo e apos cultura de 24, 48 e 72 horas, com e sem
fitohemaglutinina (PHA), com ‘gate’ delimitando a popula¢do de interesse (linfcitos, em Lymph).
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A Figura 2 ilustra os dot plots de aquisi¢do de fluorescéncia a partir da populagdo delimitada
nas gates.

: [Lymph] FL1-H / FL2-H " [Lymph] FL1-H / FL2-H
A+ IAt+ A+ Asrs

0 0 It It 0 o it o
FL1-H FL1-H
Gate Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean Gate Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean

Al 50956 77,45 100,00 0,39 0,41 Al 50.836 83,55 100,00 0,29 0,53
A- 50716 77,09 99,53 0,38 0,40 A 49.883 81,98 98,13 0,29 0,51
A+ 76 012 015 083 1,13 At 950 1,5 1,87 0,38 1,64
As- 108 0016 021 1,92 0,85 At- 0 N/A  N/A  N/A  NA
A+t 5% 0,09 011 301 59 A+t 3 0,00 0,01 3,8 391

Figura 2: Dot plots de analise de fluorescéncia. O gréafico a esquerda foi obtido a partir da leitura de
amostra nao irradiada, marcada com IgG1-PE, e a direita, marcado com p21-PE. A fluorescéncia da
ficoeritrina (PE) é apresentada no eixo y e a positividade para o marcador, no quadrante A-+ (acima e a
esquerda)

A Tabela 1 apresenta os valores de média (X) (n = 10) e desvio padrdo (DP) da expresséo da
proteina p21 nas amostras analisadas ex vivo (sem cultivo, 0 horas).

Tabela 1: Expressdo da proteina p21 nas anélises ex vivo.
Expressao (%)

Dose (X +DP)
Controle 2,13+2,12
1Gy 2,05 + 1,65
2 Gy 1,75 +1,33
4 Gy 1,87 +1,43

Gy: Gray; X: média; DP: desvio padrao

A andlise estatistica dos dados ndo indicou diferenca entre os grupos controle e irradiados
para estas analises, realizadas imediatamente ap6s a irradiacao.

A Tabela 2 apresenta os valores de média e desvio padrdo da expressao da proteina p21 nas
amostras cultivadas durante 24, 48 e 72 horas, com e sem fitohemaglutinina (PHA).

Tabela 2: Expresséo da proteina p21 apds irradiacdo e cultivo durante 24, 48 e 72 horas, com e sem
fitohemaglutinina.

Expressdo (%) (X + DP)

Dose 24 horas 48 horas 72 horas
Sem PHA ComPHA SemPHA ComPHA SemPHA ComPHA
Controle 3,33+3,15 5,33+3,63 3,80+4,31 6,67+574 439+369 6,71+6,97
1Gy 253+260 561+357 259+105 6,37+578 4,06+£3,01 6,74+6,22
2 Gy 220+2,09 514+282 344+147 6,06+441 431+269 6,81+531
4 Gy 230+£18 580+391 7,46+940 7,17+589 518+4,08 1014+741

Gy: Gray; X média; DP: desvio padrdo; PHA: fitohemaglutinina

Para as amostras cultivadas in vitro, os niveis médios da expressdo da p21 nas amostras nao
estimuladas foram similares aos detectados nas amostras estimuladas com PHA. Entretanto,
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comparando-se as amostras estimuladas em relacdo as amostras analisadas ex vivo, 0s niveis
meédios de expressdo dessa proteina apresentaram um aumento significante (p < 0,01), indicando
que a condigdo de cultivo em presenca do estimulo mitégeno da PHA eleva os niveis da
proteina p21 nos linfocitos.

Com relacdo a exposicdo a radiagdo, ndo foram detectadas diferencas significantes nos niveis
medios da expressdo da proteina p21 entre as amostras controle e irradiadas, para todas as doses
e tempos analisados, tanto para os linfocitos quiescentes quanto para linfocitos proliferantes
(induzidos pela PHA).

4. DISCUSSAO

Com relagdo a resposta da proteina p21 em linfécitos ao estimulo com PHA, resultados
semelhantes foram relatados por Fukao e colaboradores *® e Vilasova e colaboradores **, que
referenciam um aumento na expressdo da p21 apds o estimulo com PHA. As metodologias
empregadas por estes grupos diferem da presente pesquisa com relacdo apenas a ferramenta de
analise proteica — enquanto estes grupos fizeram uso do Western blot, aqui foi utilizada a
citometria de fluxo. Considerando-se o fato de o presente ensaio por citometria de fluxo
conseguir detectar as variagdes na expressdo da p2linduzidas pelo mitdgeno detectadas por
Western blot, sugere-se que esta ferramenta pode ser utilizada para analises da proteina em
questao.

Na analise da resposta a radiacdo, nao foram detectadas alteragcBes radioinduzidas na
expressdo da proteina p21. A comparacdo destes dados com aqueles da literatura é limitada,
uma vez que uma quantidade relativamente pequena de pesquisas tem se dedicado a analisar a
relacdo entre a expressao da proteina p21 e a irradiacdo, principalmente empregando o mesmo
modelo bioldgico (linfocitos humanos) e a mesma ferramenta de analise (citometria de fluxo)
utilizados no presente trabalho.

Cavalcanti ** analisou a expressao do regulador direto da p21 — a proteina p53 — em linfécitos
humanos apds a irradiacdo, para os tempos de 0, 24, 48 e 72 horas, em culturas com e sem PHA.
Os resultados desta analise apontaram o tempo de 72 horas como o melhor tempo de deteccdo
da p53, verificando-se uma correlacdo com a dose de radiacdo. Bartek e Lukas ® afirmam que a
p53 radioinduzida interage com o gene p21, regulando positivamente a expressdo deste gene e a
consequente producdo da proteina codificada por ele. Entretanto, a proteina p53 pode atuar na
regulacdo de outros processos, tais como a apoptose. Os dados aqui obtidos sobre a p21, em
conjunto com os dados sobre a p53 *°, podem indicar que a p53 radioinduzida — e mesmo a
baixa expressdo da p21 — esta mais relacionada a execug¢do da apoptose.

De acordo com Cmielovéa e Reza¢ova *°, apés o dano ao DNA, a p21 pode exercer funcdes
distintas, a depender de sua localizacdo celular e da extensdo do dano. Sobre a localizacdo na
célula: quando no nucleo, a proteina atua no blogqueio da passagem da fase G1 para a fase S e,
guando no citoplasma, esta proteina tem efeito anti-apoptético. Sobre a extensdo do dano: para
baixos niveis de dano, a expressdo da p21 é aumentada e induz o blogueio do ciclo celular,
realizando também atividades anti-apoptéticas, mas ap6s danos extensos, a quantidade da
proteina é reduzida a niveis basais e a célula é conduzida a apoptose. Em macro6fagos, Taranto e
colaboradores *® também relacionaram a reducdo da expressdo da proteina p21 ao aumento da
apoptose.

Na presente pesquisa, foram empregadas altas doses, variando de 1 a 4 Gy. A auséncia de
relagdo entre a expressdo da proteina p21 e os niveis de dose pode ter sido devida & atuacdo da
proteina em resposta a danos extensos e sua atuagdo no citoplasma, que levam a condugdo da
apoptose. Esta correlagao foi confirmada através da anélise da expressao da caspase 3 (dado ndo
publicado) nas mesmas amostras.

Devido & auséncia de relacdo entre a expressdo da p21 e os niveis de dose de radiagdo aos
quais as amostras foram expostas, os resultados ndo indicam a proteina p21 como bioindicador
de exposicdo a radiacdo ionizante. Em contradigdo, outras pesquisas relatam que ha um aumento
radioinduzido da express&o da proteina p21 em células irradiadas *"*®. Vilasova e colaboradores
Y inclusive identificaram um aumento radioinduzido da p21 em linfécitos humanos quiescentes
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ap6s 24 horas (permanecendo durante 48 e 72 horas), e proliferantes, apés 4 horas
(permanecendo durante 24, 48 e 72 horas). A quase totalidade destes trabalhos emprega a
técnica do Western blotting na analise da proteina p21, de forma que é possivel que a citometria
de fluxo apresente uma menor sensibilidade que o Western blotting, por alguma limitacdo da
técnica sobre reagentes (e.g. anticorpos disponiveis) ou mesmo de padronizac&o.

5. CONCLUSAO

Os niveis médios de expressdo da p21 ndo apresentaram correlacdo de dose-dependéncia,
para todos os tempos (0; 24; 48, 72 h) e condic¢des de cultura (sem/com PHA) analisados nesta
pesquisa. Um aumento da expressdo foi verificado apenas para o tempo de 24 horas nas
amostras estimuladas com PHA em relacdo as amostras ndo estimuladas. Estes resultados
indicam que a analise por citometria de fluxo conseguem detectar variacdes significantes na
expressao da proteina p21, mas que a exposic¢ao a radiacdo ndo induz tais variagdes. Sugere-se,
a partir destas evidéncias, que a p21 nao seria indicada para emprego como bioindicador de
exposicdo a radiagdo, mas € importante considerar que estas evidéncias requerem uma
confirmag@o a partir da analise de um ‘n’ (populagdo) mais numeroso.
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