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INTRODUCAO ||

A mistura BTX (benzeno, tolueno e xileno), presente na
gasolina, tem potencial carcinogénico e induz a
hipermetilacao do DNA. Os frentistas de postos de gasolina
estao expostos a essa mistura por 8 horas diarias ou mais, o
que os torna vulneraveis a esta alteracao epigenética. A
metilacao consiste na modificacao do DNA no qual é
adicionado o radical metil (CH,) nas citosinas. A maioria

destas modificacoes acontecem nas ilhas CpG que levam a
reducao de expressao génica, ou silenciamento dos genes.
Padroes alterados de metilacao do DNA sao comuns em
muitas doencas humanas, incluindo cancer, e ha evidéncias
de que a perda da regulacao epigenética pode ser o evento
transformante preliminar. Ambas as proteinas pl6 e pl4
agem como supressoras tumorais, atuando na regulacao do
ciclo celular.

OBIJETIVO

Detectar a hipermetilacao nos promotores dos genes
supressores tumorais p14™ /p16" " em DNA de sangue de
mulheres frentistas de posto de gasolina do municipio do Rio
de Janeiro, e avaliar o perfil epidemioldgico dessas
frentistas.

MATERIAL E METODOS

Cerca de 100 ng de DNA gendmico de sangue foi usado para
amplificacio da regido promotora dos genes p14™/pl6 .
A reacao em cadeia da polimerase metilacao-especifica
(MSP - Methylation Specific Polymerase) foi realizada pelo
EPITECT Kit, cat. 59104, (Qiagen, Hilden, Germany), de
acordo com os protocolos do fabricante. Como controle
positivo de metilacao foi utilizado DNA da linhagem celular
DLD-1. A deteccao da hipermetilacao dos promotores foi
revelada por eletroforese em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante 10% corado com nitrato de prata. Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do HUPE, CAAE
34310014.9.0000.5259.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise epidemiologica do presente estudo,
constatou-se que a idade média das 42 frentistas analisadas
foi de 32,3 anos, e a média da menarca das mesmas, de 12,6
anos. O tempo de exposicao aos compostos de gasolina foi
cercade 2,5 anos, e a porcentagem de etilistas e tabagistas foi
de47,6% e 19%, respectivamente. Das 42 amostras de sangue
periférico, 19% (8/42) foram positivas para metilacdo no
promotor de p14™, e 64% (27/42) foram positivas para o
promotor de p16 ", sendo que 7% (3/42) apresentarem
hipermetilacao concomitante. Além disso, 24% (10/42) dos
casos avaliados apresentaram hipometilacao concomitante
nas duas regidoes promotoras avaliadas. Até o momento, 12
controles mulheres foram avaliadas para a regiao promotora
de pl6"" e nenhum apresentou hipermetilacio no
promotor. A regido promotorade p16" ' foi encontrada mais
hipermetilada (mais de 3X) do que a regiao promotora de
p14™. A hipermetilacio concomitante foi encontrada em
uma minoria da coorte estudada.
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Tabela 1: Perfil de metilacio dos genes p14™ /p16

Promotor Hipermetilacao
g6~ ~a 74% (31/42)
p14ARF 19% (8/42)
pl14/fF e p16/Nk4a 7% (7/42)
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Figura 1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante 10% corado com nitrato de prata, demonstrando as regides promotoras para metilagao de p74**
e p16™*. L —marcador de peso molecular; p14M - hipermetilacdo para a regido de p74**"; p14NM — caso ndo metilado para p74**"; p16M - hipermetilagéo para a
regido de p716"“*; p16NM —caso nao metilado para p76"“*; CN — controle negativo (H,0); CP —linhagem de células DLD-1 positivas para metilagao

CONCLUSAO

Das frentistas analisadas, 19% (8/42) e 64% (27/42) estavam
metiladas para as regides promotoras de p14™ e p16™",
respectivamente. Estes dados podem estar envolvidos com a
exposicao ao composto BTX, presente na gasolina. As analises
dos controles estao em fase de conclusao, e assim, sera feita
uma analise estatistica comparativa.
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