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RESUMO  
GALVANI, A.F. Análise da Frequência de Polimorfismos nos genes IL28B e 
IL28R1 em pacientes acometidos por Meningioma. Botucatu, 2015. 75p. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina, campus de Botucatu, 
Universidade Estadual Paulista. 

 
Os meningiomas são os tumores mais frequentes do Sistema Nervoso Central e sua 

classificação é dada quanto ao tipo celular envolvido e grau de malignidade. Os 

intérferons (IFNs) foram inicialmente associados à resposta antiviral, contudo, 

estudos posteriores evidenciaram o envolvimento dessas citocinas na regulação do 

crescimento celular e no efeito imunomodulatório. A Interleucina 28B (IL28B), 

membro da família dos IFNs do tipo III, parece estar envolvida na resposta imune 

antiviral e antitumoral. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a 

frequência de variações genéticas em IL28B e IL28R1 em pacientes acometidos por 

Meningiomas. Sessenta paciente tratados pelo serviço de Neurocirurgia da UNESP 

de Botucatu/SP foram incluídos neste estudo. A análise do polimorfismo rs12979860 

C/T teve significância estatística quando comparou-se a frequência genotípica da 

população brasileira em relação a presente casuística. Foi descrito a detecção de 

novas variações genéticas (missense e silent) nos genes IL28B e IL28R1 ao 

comparar com as respectivas sequencias referencias disponíveis em banco de 

dados (NCBI). Estes dados sugerem uma importante relação destas variações 

genéticas em relação a estrutura e função das proteínas envolvidas, entretanto um 

estudo mais aprofundado das consequências dessas alterações na gênese e/ou 

progressão dos meningiomas devem ser considerado.  
Palavras-chave: IL28B; IL28R1; Mutação; Polimorfismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Abstract 
 



 
 

ABSTRACT 
GALVANI, A.F. Analysis of the frequency of the polimorphisms in IL28B and 
IL28R1 genes in patients affected by meningiomas. Botucatu, 2015. 75p. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina, campus de Botucatu, 
Universidade Estadual Paulista. 

Meningiomas are the most common tumors of the central nervous system, despite 

being benign and grow slowly, can recur in case of incomplete surgical resection. 

They are classified according to the cells involved and their rate of malignancy. The 

role of the immune system in preventing the emergence and progression of tumors 

has been the subject of many studies in the field of tumor immunology. Interferon 

(IFNs) were originally associated with antiviral response, however, subsequent 

studies revealed the involvement of these cytokines in the regulation of cell growth 

and their immunomodulatory effect.Thus, the aim of this study was to analyze the 

genetic variation frequency of IL28B and IL28R1 in patients with meningioma. Sixty 

patients treated by UNESP Neurosurgery service of Botucatu/SP were included in 

this study. Polymorphism rs12979860 C/T analysis showed statistical significance 

when compared with healthy Brazilian’s genotypic frequency. New genetic variation 

(missense and silent) were detected in IL28B and IL28R1 through reference 

sequences analysis (NCBI). These data support an important relation of these 

genetic variations related to protein functions, however other studies of the 

consequences of these changes in the development and progression of 

meningiomas should be considered.  

Keyword: IL28B; IL28R1; Mutation; Polymorphism. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), embora sejam considerados 

raros, têm sido diagnosticados com maior frequência nos últimos anos, sobretudo 

entre pacientes acima de 65 anos (TAKKAR, MCCARTHY, VILLANO, 2014). Autores 

sugerem que este aumento deve-se às melhorias nas técnicas diagnósticas, cada 

vez mais sensíveis e menos invasivas, como a ressonância magnética (IRM) e a 

tomografia computadorizada (TC) (INCA, 2012; GLOBOCAN, 2012; ABTA 2014).  

Em 2015 foi estimada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) a 

ocorrência de, aproximadamente, 154.000 novos casos de tumores do SNC entre 

pessoas com idade inferior a 60 anos de ambos os sexos e, em torno de 103.000 

novos casos nos mais idosos (GLOBOCAN, 2012). No Brasil, o Instituto Nacional do 

Câncer (INCA) estimou para o ano de 2014, 4.960 novos casos em homens e 4.130 

novos casos em mulheres (INCA, 2014). 

As neoplasias do SNC são classificadas de acordo com o tipo histológico do 

tumor primário. Dentre os mais comuns, destacam-se os Gliomas, seguidos dos 

Meningiomas e, posteriormente, dos Ependimomas (SANTOS, et al., 2001).  

Os Gliomas são tumores primários do SNC que se originam a partir das 

células da glia (Astrócitos, Oligodendrócitos, Micróglia ou Ependimócitos), que 

atuam na sustentação, proteção ou nutrição dos neurônios, adquirindo nomenclatura 

específica de acordo com o tipo celular envolvido (ABTA 2014). Esse tipo tumoral 

penetra difusamente pelo cérebro e, podem ser divididos em 4 graus de malignidade 

(I, II, III e IV) (SUAREZ, et al., 2012; ABTA, 2012), compreendendo de 30% a 40% 

da totalidade dos tumores intracranianos. Acometem com maior frequência 

indivíduos adultos, de ambos os sexos (SCHNEIDER, et al., 2010). 

Os Meningiomas possuem origem de células meningoteliais da membrana 

aracnóide. De forma geral, apresentam-se como lesões únicas, arredondadas e bem 

definidas. Embora sejam considerados tumores benignos, a localização desses 

tumores é fator determinante para a gravidade da doença, visto que podem localizar-

se em locais de difícil acesso cirúrgico e próximos à áreas nobres do sistema 

nervoso central (BUETOW, et al., 1991; ABTA, 2014). 

Estes tumores correspondem de 20 à 25% de todas as neoplasias do SNC 

(SANTOS, et al., 2001; CANCER RESEARCH UK, 2014), acometendo mais 
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frequentemente mulheres de meia idade (HSU; EFIRD; HEDLEY-WHYTE, 1997; 

WAHAB; AL-AZZAWI; 2003; DANGELO; FATINI, 2008, PARK et al., 2009).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde - OMS (2000), os Meningiomas 

podem ser subdivididos em 3 graus de malignidade, sendo Grau I - Meningiomas 

benignos (Meningotelial, Fibromatoso e Transicional), Grau II - Meningioma atípico e 

Grau III- Meningioma maligno/anaplásico. Os graus II e III, segundo a OMS, têm sido 

relacionados à maior chance de recidiva tumoral (LOUIS, et al., 2007). 

Os graus de malignidade tumoral são caracterizados conforme aspectos 

comportamentais e histológico do tumor, observando-se o potencial proliferativo, 

presença de necrose e invasão cortical (LOUIS, et al., 2007), sendo que o 

prognóstico tumoral encontra-se intimamente relacionado aos graus de malignidade 

dos mesmo (BWH, 2012).  

Os tumores primários do SNC, ou seja, aqueles que não provêm de 

metástases, são considerados de origem multifatorial, onde a exposição ambiental e 

a predisposição genética estão intimamente relacionadas à tumorigênese (GU, et al., 

2009). Alergias, infecções, traumas de cabeça, uso de drogas e medicações, dietas, 

exposição ao tabaco, uso de álcool, exposição a radiações ionizantes, entre outros, 

são citados como fatores ambientais importantes que podem estar relacionados ao 

surgimento dos tumores primários (WRENSCH, et al., 2002; CLAUS, et al.,2005). 

O papel do sistema imunológico na prevenção ao surgimento e progressão 

de tumores tem sido alvo de uma grande quantidade de estudos no campo da 

imunologia tumoral. Estudos em humanos e animais de experimentação 

imunocomprometidos têm evidenciado maior incidência de tumores, comprovando a 

importância da resposta imune natural e adaptativa na progressão tumoral. Contudo, 

os resultados são ainda controversos e carecem de maiores esclarecimentos (de 

VISSER et al., 2006). 

Inicialmente, esperava-se que todas as células tumorais expressassem 

proteínas estranhas ao organismo, porém, essa é a realidade de poucos tumores, 

frequentemente aqueles induzidos por vírus oncogênicos, nos quais as proteínas 

virais são antígenos estranhos e tumores induzidos em animais por carcinógenos 

potentes (como o metilcolantreno) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).  

Embora muitos tumores espontâneos provoquem imunidade fraca ou 

mesmo indetectável, o conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares de 

várias células pré-tumorais tornou evidente que a vigilância imunológica e a 
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imunidade tumoral variam conforme o tipo de tumor, condições orgânicas, 

ambientais e o perfil genético do organismo, o que pode torná-las ineficazes ou até 

mesmo favoráveis ao tumor (PIEMONT; ZERBI; DI CARLO, 2003). 

As citocinas são proteínas de baixo peso molecular, sintetizadas durante a 

fase de ativação e efetora da imunidade inata e específica. A resposta imune é 

mediada pela liberação de diferentes citocinas, que influenciam a produção e 

atividade umas das outras, formando um sistema de inter-relação dessas proteínas 

imunorregulatórias (DRANOFF, 2004). 

Os interferons (IFNs) são glicoproteínas pertencente à família das citocinas, 

classificados em três grupos distintos: Tipo I (IFN-α, IFN-β, IFN-ε, IFN-қ e IFN-ω); 

Tipo II (IFN-γ) e Tipo III (IFN-λ: IL- 28A, IL-28B, IL-29) interagindo via receptores 

celulares específicos, controlando a homeostasia do organismo (VÁZQUEZ; 

GÓMES; DAFNY, 2012). Tais proteínas são produzidas em situações fisiológicas 

por diversos tipos celulares como macrófagos, monócitos, linfócitos T, células da glia 

e neurônios, atuando na adesão celular, metabolismo, controle de crescimento e 

diferenciação celular, com efeito antiproliferativo (DAFNI; YANG, 2005; LIN et al., 

2012). 

Inicialmente, os IFNs foram associados à resposta antiviral, contudo, 

estudos posteriores evidenciaram o seu envolvimento na regulação do crescimento 

celular e no efeito imunomodulatório (STARK et al., 1998; GOODBOURN et al., 

2000). 

Quanto   atividade antiproliferativa, foram as primeiras prote nas naturais 

observadas com ação reguladora negativa sobre c lulas em crescimento, com ação 

antagônica à maioria dos fatores de crescimento.  

Um membro da família de IFNs do tipo III, subfamília de IFN-λ3 (lambda), a 

Interleucina 28B (IL28B), parece ter um papel fundamental nas respostas imunes 

antivirais e antitumorais (KOTENKO et al., 2003). Essa proteína é codificada pelo 

gene IFNL3 (interferon, lambda 3), localizado no locus 19q13 e possui seis exons 

(SHEPPARD et al., 2003; LI et al., 2009; WITTE et al., 2010). 

 Semelhante aos IFNs do tipo I (IFN-α, IFN-β), o INF do tipo III age no 

microambiente de forma global. Esta proteína estimula as atividades l ticas das 

c lulas natural killer (NK), o aumento da expressão de antígenos celulares via MHC 

de classe I, pelas c lulas do microambiente bem como nas apresentadosas de 

ant genos ( PCs), facilitando o aumento do reconhecimento dos ant genos pelos 
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linf citos T citot xicos (TCD8+) auxiliados pelos linfócitos T auxiliares (TCD4+) e 

pelo aumento da produção de anticorpos pelas células B, favorecendo a degradação 

celular (PIEMONT; ZERBI; DI CARLO, 2003; WITTE et al., 2010). 

Nas últimas décadas, o IFN-α têm sido utilizado como adjuvante ao 

tratamento das hepatites B e C (MONDELLI et al., 2012) e, mais recentemente, em 

algumas tentativas na terapia contra melanomas, tumores de rim e algumas 

leucemias (KIRKWOOD et al., 2001; TARHINI; GOGAS; KIRKWOOD, 2012; AMIN; 

WHITE, 2013). Entretanto, os efeitos colaterais do tratamento são tóxicos e severos, 

o que torna difícil a sua continuidade (FUNG; LOK, 2004; PESTKA, 2007; HEIM, 

2012).  

Quando as sequências nucleotídicas e/ou peptídicas de IFNs I e IFNs III são 

comparadas, nota-se pouca similaridade, algo em torno de 12% de identidade (FOX 

et. al., 2009). Contudo, ambas citocinas exercem ação antiviral pelo 

desencadeamento da mesma cascata de sinalização intracelular, via JAK1 e TYK2 

(DUMOUNTIER et al., 2004; TAGAWA et al., 2011) e a alta similaridade funcional 

entre os IFNs tipo I e tipo III sugere que ambos possuam funções sobrepostas e 

redundantes na resposta antiviral e, possivelmente, antitumoral. 

Baseados nesse conhecimento, vários estudos estão sendo dirigidos para 

investigar o potencial antitumoral dos IFN-λ (STEEN; G MERO, 2010), 

principalmente devido à menor toxicidade desta citocina (MILLER et al., 2009).  

Resultados encorajadores tem sido apresentados para certos tipos de 

cânceres como tumores neuroendócrinos (ZITZMANN et al., 2006), carcinomas de 

esôfago (LI et al., 2009), tumores intestinais (BRAND et al., 2005), 

hepatocarcinomas (ANK et al., 2006; DOYLE et al., 2006; MARCELLO et al., 2006), 

adenocarcinomas de pulmão (MEAGER et al., 2005), linfoma de Burkitt (ZHOU et 

al., 2009) e melanoma (GUENTERBERG et al., 2010). Autores demonstraram a 

ação de INF-λ na inibição da proliferação celular na linhagem de células tumorais 

LN319 de glioblastoma (MEAGER et al., 2005). 

Postula-se que, uma vez que o receptor para IFN-α (complexo IFN R1 e 

IFNAR2) é expresso pela maior parte das células e o receptor para IFN-λ (complexo 

IFN-λR1 e IL10R2) tem padrões de expressão restritos somente a alguns tipos 

celulares (WITTE et al., 2010), os efeitos tóxicos do último sejam menos severos, 

principalmente no que diz respeito à supressão da medula óssea, pela expressão 

limitada do receptor de IFN-λ em c lulas hematopoi t icas (LI et al., 2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kirkwood%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042723
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O trato gastrointestinal, respiratório, coração, diversas glândulas, baço, timo 

e células mononucleares do sangue periférico foram descritos expressando altos 

níveis de receptores R1 (WITTE et al., 2009), entretanto, níveis mais baixos deste 

receptor foram observados no cérebro, variando conforme as células neuronais e 

neuroendócrinas (ZHOU et al., 2009). 

Observa-se que o efeito antiproliferativo dos IFN-λs   dependente no n vel 

de expressão de seu receptor (LASFAR et al., 2011). O complexo receptor para IFN-

λ   composto por duas subunidades transmembranares, IL28R1 e IL10R2, que 

interagem com três citocinas relacionadas, IL28A (IFN-λ2), IL28B (IFN-λ3), e IL29 

(IFN-λ1) (SHEPPARD et al., 2003; LI et al., 2009).  

A ligação entre IL28B e IL28R1 promove modificações conformacionais no 

heterodímero, permitindo a união da segunda cadeia do receptor (IL10R2). O 

complexo formado pelos três elementos (IL28B, IL28R1 e IL10R2) produz um sinal 

de ativação para duas tirosina-quinases intracelulares, denominadas JAK1 (Janus 

Kinase) e TYK2 (Tirosina Kinase), o que permite a fosforilação das proteínas STATs 

(Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrição) (WITTE et al., 2010), que ao 

chegarem ao núcleo iniciam a transcrição de genes ativadores de interferons (INFs) 

(ZITZMANN et al., 2006). 

Ainda, a ação combinatória entre IFN-α e IFN-λ (lambda) parece agir na 

modulação da angiogênese tumoral, tornando essa associação uma potencial 

terapia antitumoral (FABRIS et al., 2011). Outro estudo demonstrou que a presença 

de IFN-λ reduz a vascularização tumoral in vivo (FABRIS et al., 2006) 

Recentemente foi descoberto que o SNP rs12979860 C/T localizado 3 mil 

bases antes do gene IL28B (região não codificante) prediz o resultado do tratamento 

com IFN-α peguilado associado com ribavirina (RBV) contra o vírus da hepatite C. 

Indivíduos com o genótipo CC apresentaram maiores chances de depuração viral 

quando comparados àqueles com genótipo TT (25%) e CT (razão intermediária) 

(FABRIS et al., 2011; BIBERT et al., 2013). Este polimorfismo parece estar 

associado ao aumento da expressão no RNA mensageiro (RNAm) do IL28B (XIE et 

al., 2012; BELLANTI et al., 2012), contudo, a literatura científica carece de estudos 

sobre a importância desse polimorfismo na carcinogênese ou progressão tumoral. 

As informações acima consideradas levam à hipótese de que alterações 

genéticas em IL28B e IL28R1 poderiam estar envolvidas com o início e/ou a 

progressão tumoral. 
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As características das respostas imunes a vírus e a tumores são muito 

semelhantes, quando comparados os tipos celulares envolvidos e quanto a 

produção de agentes pró-inflamatórios e pró apoptóticos. Sabe-se que o 

polimorfismo no gene da IL28B (rs12979860) foi intimamente associado à melhor 

resposta ao tratamento do vírus da hepatite C em pacientes infectados pelo vírus C, 

então, sugere-se que a presença deste polimorfismo possa ser relevante para a 

resposta imune antitumoral, bem como nos meningiomas. 

 Nesse contexto, de maneira inédita, o objetivo deste estudo foi verificar a 

ocorrência de variações genéticas em IL28B e IL28R1 e associar estes achados 

com as características clínicas e epidemiológicas desses pacientes. 
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2. OBJETIVO 

 

a) Objetivos Gerais 
Analisar a frequência de variações genéticas em IL28B e IL28R1 em 

pacientes acometidos por Meningioma. 

 

b) Objetivos Específicos 
 Analisar a frequência do polimorfismo rs12979860 C/T de pacientes acometidos 

por Meningioma; 

 Sequenciar o gene IL28B (IFNL3 - interferon lambda 3) por completo, buscando 

por variações genéticas ainda não identificadas; 

 Sequenciar a região codificante do gene IL28R1, buscando por novas variações 

genéticas;  

 Comparar as regiões genômicas obtidas com sequências-referência depositadas 

no GenBank;  

 Comparar os resultados encontrados com dados anatomopatológicos e 

epidemiológicos desses paciente e com as informações genômicas disponíveis 

em bancos de dados públicos. 
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3. CASUÍSTICA 

 

a) Premissas Éticas 
O referido projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa, da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP sob número de 

aprovação no CEP 477.105/2013 (Anexo 1). 

 

b) Cálculo do número amostral 
O cálculo do número amostral a serem incluídos no presente estudo, foi 

realizado por um profissional estatístico, onde o intervalo de confiança foi de 95% e 

a margem de erro utilizada foi de 10%, obtendo-se assim o número amostral ideal 

para as análises de 60 pacientes. 

 

c) Casuística 
Pacientes portadores de Meningioma operados de acordo com a rotina de 

atendimento do Serviço de Neurocirurgia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – UNESP e do Hospital Mário Gatti, Campinas-SP foram 

convidados a participar deste estudo, totalizando 60 casos. 

Os pacientes convidados a participar foram informados sobre a pesquisa 

verbalmente e por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

(Anexo 2).  Após o expresso entendimento desta pesquisa, estes pacientes, ou seu 

responsável legal, manifestaram a concordância em participar, através da assinatura 

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

d) Critérios de inclusão 
I- Presença ou suspeição de Meningiomas com indicação neurocirúrgica 

formal, incluindo casos de recidivas; II- Possibilidade de coleta de 4mL de sangue 

total do paciente durante o procedimento cirúrgico, sem prejuízo ao paciente ou a 

outros exames necessários; III- Possibilidade de coleta de fragmentos tumorais 

(3mm3) durante o procedimento cirúrgico, sem que haja qualquer prejuízo ao exame 

histopatológico ou a outros que porventura sejam necessários; IV- Expresso 

entendimento e concordância em participar do estudo, manifestada pelo paciente ou 

pelo seu responsável legal, previamente à cirurgia, através do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 
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e) Critérios de exclusão   
I- Pacientes que reconhecidamente apresentarem neoplasias de origem 

diversa às previamente estabelecidas; II- Pacientes com tumores primários do SNC 

recidivantes previamente tratados com radioterapia e/ou quimioterapia de qualquer 

modalidade; III- Pacientes com tumores pequenos, dos quais se obtenha material 

escasso ou insuficiente para o estudo histopatológico e/ou outros exames 

necessários; IV- Pacientes ou responsáveis legais que não tenham conseguido 

compreender suficientemente as diretrizes da pesquisa ou que tenham se negado a 

participar do estudo, conforme estabelecido no Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE).  

4. METODOLOGIA 

 

4.1 Coletas, processamento inicial e armazenamento dos materiais 
biológicos 

a) Coleta de Sangue Total 
A alíquota contendo aproximadamente 4mL de sangue total foi coletada 

durante o procedimento cirúrgico, em tubo contendo anticoagulante (EDTA). Uma 

alíquota de sangue total foi separada e o restante centrifugado por 15 minutos a 

600xg para separação de Plasma e Células Brancas (BuffyCoat).  

 

b) Armazenamento das Amostras 
As 60 amostras foram coletadas, processadas, identificadas através de 

códigos e, posteriormente armazenadas em freezer à -80°C, no Laboratório de 

Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu (UNESP) - Divisão Hemocentro, sob 

responsabilidade da Profa. Dra. Maria Inês de Moura Campos Pardini. 

 

c) Extração de Ácidos Nucleicos (DNA) de Sangue Total 
A extração de DNA de sangue total dos 60 casos, foi realizada utilizando-se 

o kit AxyPrep Blood Genomic DNA mini prep Kit (Axygen AxyPrepTM - Biosciences) 

segundo as especificações do fabricante. 

Determinou-se, então, a concentração do ácido nucléico, em 

espectrofotômetro (NanoDrop ND-1000), sendo cada amostra avaliada quanto a sua 
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pureza, pela razão de absorbância A260/A280nm (~1,8), e concentração estimada 

na unidade nanogramas por microlitros (ng/μL). 

 

4.2 Análise germinativa do gene IL28B 

a) Análise do polimorfismo rs12979860 C/T (região 5’UTR) 
Para a análise do polimorfismo, utilizou-se o DNA extraído de sangue total 

dos pacientes e, após procedeu-se a reação em cadeia da polimerase (PCR) para 

amplificação do fragmento desejado. 

 As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores (primers), para 

amplificação da região do polimorfismo rs12979860 C/T, foram descritas por Fabris 

et al., (2011), tabela 1.  
 
Tabela 1. Sequências dos primers forward e reverse para amplificação da região do polimorfismo 
rs12979860 do gene da IL28B. 

Primers Sequência 5’  -  3’ Produto de Amplificação 
(pares de bases – pb) 

Forward GCTTATCGCATACGGCTAGG 
242pb 

Reverse AGGCTCAGGGTCAATCACAG 

*Fabris et al., 2011. 

O protocolo padronizado, obtido a partir do descrito por Fabris et al., (2011) 

para esta reação encontra-se descrito abaixo: 

A reação de PCR foi composta por: tampão de PCR 1x (Tris-HCl20mM (pH 

8,4), KCl 50mM), 1,25U de Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen, 0,48mM 

deoxinucleotídeostri-fosfato (dNTP), 1,8mM de MgCl2, 0,24μM de cada 

oligonucleotídeo iniciador e 100ng de DNA, totalizando 25μL de mistura para PCR. 

Esta mistura foi, então, submetida a desnaturação inicial a 94ºC por 5 

minutos, seguido de 40 ciclos (desnaturação a 94ºC por 45 segundos, anelamento a 

62ºC por 1 minuto, extensão a 72ºC por 1 minuto) e extensão final a 72ºC por 7 

minutos. 

Essa reação foi revelada em gel de poliacrilamida 6% (SAMBROOK et al., 

2001) corado por nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994). 

O produto total amplificado na reação foi incubado a 60°C por 6 horas, sob a 

ação da enzima de restrição BstUI (New EnglandBioloabs, Hitchin, UK). 
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O resultado foi interpretado de acordo com o padrão de bandas obtido no 

gel, a presença de três bandas de 135, 82 e 25pb caracterizam o genótipo CC; 

quatro bandas de 160, 135, 82 e 25pb o genótipo heterozigoto CT; duas bandas de 

160 e 82pb evidenciam o genótipo TT, como ilustrados na figura 1. 

 

A análise da digestão dos produtos da PCR foi feita pela visualização dos 

fragmentos em géis de poliacrilamida não desnaturante 7% (SAMBROOK et al., 

2001) corados por nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994). 

 

b) Análise das variações genéticas no gene IL28B 

- Desenho dos Oligonucleotídeos Iniciadores 

Para amplificação total do gene da IL28B, foram desenhados quatro pares 

de primers (A, B, C e D), cujas regiões de anelamento e amplificação dos primers, 

em pares de bases (pb) supracitados encontram-se ilustradas na figura 2. 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo dos perfis genotípicos para o polimorfismo rs12979860 do gene 
da IL28B, evidenciando os genótipos CC, CT e TT. 

CGCG CGCG 

CGCG CTCG 

CTCG CGCG 

Genótipo 
CC 

Genótipo 
CT 

Genótipo 
TT 

Homozigoto 
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Figura 2. Representação esquemática das regiões de anelamento dos primers e seus produtos de amplificação 
em pares de bases (pb). Para amplificação completa do gene da IL28B foram desenhados quatro pares de 
primers, cujos produtos juntos e sobrepostos em suas extremidades, representam o gene inteiro. As caixas 
preenchidas representam os exons e as linhas contínuas os introns. 
*NCBI (National Center for Biotechnology Information) e UCSC Genome Bioinformatics. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

O desenho dos primers foi realizado com o auxílio de ferramentas de 

bioinformática, através do software Primer-BLAST, disponível online, no banco de 

dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

As sequências forward e reverse de cada primer encontram-se descritas na 

tabela 2.  
Tabela 2. Sequências dos primers forward e reverse e extensão dos produtos de amplificação dos 
fragmentos do gene da IL28B. 

Primers 
Forward 

Sequência 5’  -  3’ 
Reverse 

Sequência 5’  -  3’ 

Produto de 
Amplificação 

(pares de 
bases – pb) 

A TCTCAGGTTGCATGACTGGC GCACCATATCCTCTCCCAGC 434pb 

B CTCAGAGCTCACAGACCTGG CAGCTGCAGGTGAGAGGG 461pb 

C CACTACAGAGCCAGGTGAGC GACCGTGACTGGAGCAGTTC 565pb 

D AAGGCATCTTTGGCCCTCTT CGGTGTCTTACCTGAGGCTG 555pb 

*NCBI –National Center for Biotechnology Information. 
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- PCRs dos Fragmentos A, B, C e D 
As reações de PCRs foram específicas para cada par de primers A, B, C e 

D. Seus respectivos produtos de amplificação foram chamados de fragmentos A, B, 

C e D. 

Os protocolos utilizados para amplificar os fragmentos A, B, C e D 

encontram-se descritos na tabela 3. 
 

       Tabela 3. Protocolos das PCRs para os fragmentos A, B, C e D do gene da IL28B. 

Reagentes 
Concentrações 

Frag. A Frag. B Frag. C Frag. D 

H2O q.s.p.* 25,0µL 
q.s.p.* 

25,0µL 
q.s.p.* 25,0µL 

q.s.p.* 

25,0µL 

Buffer 10x 1x 1x 1x 1x 

MgCl2 (50mM) 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 

dNTP (10mM) 0,4 mM 0,4 mM 0,4 mM 0,4 mM 

Primer Forward(10μM) 0,4μM 0,4μM 0,4μM 0,4μM 
Primer Reverse (10μM) 0,4μM 0,4μM 0,4μM 0,4μM 

Taq Platinum (Invitrogen) (5U/µL) 1U 1U 1U 1U 

DNA genômico 150ng 150ng 150ng 150ng 

Volume total 25,0 µL 25,0 µL 25,0 µL 25,0 µL 

       *q.s.p.: Quantidade suficiente para. 

Condições de termociclagem: 

 A B e C: desnaturação inicial de 94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos 

de desnaturação à 94°C por 45 segundos; anelamento à 61°C por 1 

minuto; extensão à 72°C por 1 minuto e extensão final de 72°C por 7 

minutos. 

 D: desnaturação inicial de 94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 

desnaturação à 94°C por 45 segundos; anelamento à 56°C por 1 minuto; 

extensão à 72°C por 1 minuto e extensão final de 72°C por 7 minutos.  

As amostras foram reveladas em gel de poliacrilamida 6% (SAMBROOK et 

al., 2001) corados por nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994). 
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4.3 Análise germinativa das variações genéticas no receptor do gene IL28B 

(IL28R1) 
 

a) Desenho dos Oligonucleotídeos Iniciadores 
O desenho dos primers para amplificação da região codificadora do gene 

IL28R1 foi realizado com o auxílio da mesma ferramenta de bioinformática utilizada 

para os primers do gene da IL28B.  

A figura 3 ilustra a disposição dos exons que codificam a proteína 

transmembrana do receptor da IL28B, sendo os primers construídos para 

amplificarem somente a região codificadora deste gene (Tabela 4), visto tratar-se de 

um gene longo (33.119pb) com extensas regiões intrônicas. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4. Sequências dos primers Forward e Reverse para amplificação da região codificante do 
gene IL28R1. 

Primers 
Forward 

Sequência 5’  -  3’ 
Reverse 

Sequência 5’  -  3’ 

Produto de 
Amplificação 

(pares de 
bases – pb) 

Exon 1 CTCCGGGTCCGAGGGTA GGGAGGCGGGGACCT 182pb 

Exon 2 CACATGCCATCTCCCGTAGG CTGAGTCAAGACCAGCCAGG 315pb 

Exon 3 AGAACCACTGAGCACTGAGC CCCAAGCTCTCCTCTCTCCT 288pb 

Exon 4 CTGCCAGAAGTCAGGAGTGT AGAGCTCTCTGGTCTTGGGG 355pb 

Exon 5 CAAGGCCCAGAGGGAAAGTT GTGTGAAACCAGTCCCCACA 262pb 

Exon 6 GCACACCCCCAGATTTGCTAT GTGCAGTTGTAGACAAGAGCCAT 212pb 

Exon 7 AGGTACGGAGGCTCTTGAGT TTCTGGACACACACACCCTG 848pb 

Figura 3. Representação ilustrativa do gene codificador da proteína IL28R1*. As caixas preenchidas 
representam os exons e as linhas contínuas os introns. 
*NCBI (National Center for Biotechnology Information) – Sequência referência NC_000001.11. 
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4.4  Sequenciamento do gene IL28B e das regiões codificantes de IL28R1 

a) Purificação dos produtos de PCR de IL28B e IL28R1 
As PCRs realizadas para cada fragmento foram purificadas utilizando-se o 

Kit Invisorb® Fragment Clean Up (Stratec molecular), segundo especificações do 

fabricante. Posteriormente, estas amostras foram reveladas em gel de agarose 1% 

e, então, armazenadas à -20°C até sua utilização para o sequenciamento. 

 

b) Reação de Marcação Fluorescente de IL28B e IL28R1 
Os produtos da PCR purificados foram adicionados a microplaca contendo 

um primer específico, dNTPs, tampão, a enzima Ampli Taq DNA polimerase e 

ddNTPs (dideoxinucleotídeos) marcados com fluorocromos específicos e 

submetidos ao protocolo técnico do fabricante. Foi realizada ciclagem específica de 

desnaturação, anelamento e extensão com 25 ciclos (96°C, 55°C e 60°C) em 

termociclador.  

O protocolo de reação de marcação fluorescente utilizado, a partir de 60ng 

de DNA purificado, está descrito na tabela 5. 

 
Tabela 5. Reação de marcação fluorescente para as amostras amplificadas do gene IL28B e da região 
codificante do IL28R1. 

* q.s.p.: Quantidade suficiente para.   

c) Desnaturação do DNA de IL28B e IL28R1 
O DNA precipitado foi ressuspendido com formamida Hi-Di – Applied 

Biosystems e submetido à desnaturação a 95°C por 3 minutos. A microplaca foi 

mantida em gelo úmido e coberta com papel alum nio at  o momento do 

sequenciamento. 

 

Reagentes Concentrações 

H2O q.s.p.* 7,0 µL 

Buffer (10x) 1,5mM 

BigDye V3.1 0,4µL 

Primer Forward ou Reverse (10µM) 1,0µM 

DNA purificado 60ng 

Volume total 7,0µL 
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d) Sequenciamento de IL28B e IL28R1 
A determinação da sequência de nucleotídeos dos fragmentos A, C e D foi 

realizada através do sequenciamento automático de DNA, pela técnica de reação de 

terminação em cadeia utilizando pelo kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle 

Sequencing versão 3.1 (Applied Biosystems), seguida por eletroforese capilar em 

Plataforma ABI 3500, de acordo com  as recomendações do fabricante. 

 

e) Alinhamento e análise das sequências de IL28B e IL28R1 
Após o sequenciamento, a qualidade das sequências obtidas foi analisada 

pelo software SEQUENCING ANALYSIS (v5.4) do próprio equipamento de 

sequenciamento e pelo programa Phred (EWING  et al., 1998; EWING et al., 1998a), 

adotando-se o score 20 para a validação do sequenciamento. Após as análises, 

aquelas sequências que ficaram de baixa qualidade, foram novamente 

sequenciadas.  

Para montagem das sequências consenso (combinação das sequências 

forward com a reverse), foi utilizado o programa BioEdit Sequence Alignment Editor 

(HALL et al., 1999). 
O mesmo programa foi utilizado para comparar as sequências consenso dos 

fragmentos A, B, C e D com a sequência referência do gene IL28B (NC_0000019.9), 

e também para análise das regiões codificantes do gene do IL28R1 em relação à 

sua sequencia referência NC_000001.11, obtidas no GenBank (NCBI). 
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5. Resultados  

5.1 Caracterização da Casuística 
A casuística foi composta por 60 amostras de meningiomas, coletadas no 

Serviço de Neurocirurgia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – UNESP e no Hospital Municipal Mário Gatti, Campinas-SP.  

Dentre estas, 38 são do feminino e 22 do sexo masculino, com medianas 

das idades de 52 anos (entre 27 e 85 anos) e 54 anos (entre 39 e 72 anos), 

respectivamente. 

A tabela 6 apresenta os graus de malignidade observados, distribuídos pelo 

gênero. 
 

Tabela 6. Dados epidemiológicos de pacientes portadores de meningioma, distribuídos por 
gênero 

 Gênero Idade* P-value** 

Feminino 63,3% (n=38) 52 (27-85)  

Masculino 36,7% (n=22) 54 (39-72)  

  Grau de Malignidade *  
 I II III  

Feminino 65.4% 80% 0%  

Masculino 34.6% 20% 100%  

*Valores apresentados pela mediana (total range); **Valores apresentados de acordo com o 
número total de casos (porcentagem), comparados por Teste exato de Fisher  onde p≤ 0.05 = 
relação estatisticamente significante. 

 
De acordo com a tabela 6, pode-se observar que a porcentagem de 

indivíduos do sexo feminino foi quase duas vezes maior (63,3%) ao comparar-se 

com o sexo masculino (36,7%). 

Ao agrupar os tipos tumorais conforme seus respectivos graus de 

malignidade tumoral notou-se que 87% da casuística analisada é pertencente ao 

grau I, dentre estes, 34 pacientes são do sexo feminino (65,4%) e 18 são do sexo 

masculino (34,6%). Agrupando-se os graus II e III, do total de 8 casos, 50% são do 

sexo feminino (todas amostras de grau II) e 50% do sexo masculino (25% das 

amostras de grau II e 75%, grau III).  

Quando analisados os três graus de malignidade em relação sua frequência, 

pode-se observar uma tendência a significância estatística (p=0,0530). 

p=0.0530* 
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A combinação de variáveis como mediana das idades dos pacientes e os 

graus de malignidade tumoral também foi observada, como descrito na tabela 7. 

 
Tabela 7. Distribuição dos graus de malignidade tumoral em 
relação à mediana das idades. 

 

GRAU  

 

MEDIANA DE 
IDADES 

 

P-value* 

I 54 anos  

II 40 anos  

III 51 anos  

* Teste Anova: Considera-se p≤ 0.05 = relação estatisticamente 
significante. 

 

Quanto aos graus de malignidade tumoral e as respectivas medianas de 

idades da população acometida, houve significância estatística entre os graus I e II 

(p=0,0191). Os dados indicam que na casuística do presente estudo, os indivíduos 

mais jovens (≤ 40 anos) foram acometidos por grau de malignidade tumoral mais 

avançado (grau II) em relação aos indivíduos mais idosos (grau I). 

5.2 Análise germinativa do polimorfismo rs12979860 C/T no gene da IL28B 
 

A casuística do presente estudo foi agrupada de acordo com os genótipos 

para o polimorfismo rs12979860 (CC, TT e CT).  

Dentre os casos, os genótipos homozigotos CC e TT foram observados em 

30% e 20% dos pacientes, respectivamente. Os pacientes heterozigotos 

representaram 50% dessa casuística.  

As frequências alélicas e genotípicas distribuídas entre os sexos são 

apresentadas na tabela 8. 

 

 

 

 

 
 

p= 0.0191 

P= 0,0191 
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Tabela 8. Frequências alélicas e genotípicas para o polimorfismo rs12979860 do gene da 
IL28B, distribuídas por sexo. 

 Feminino (n=38) Masculino (n=22) Total  
(n=60) 

P-value* 

Genótipos Frequência Genotípica 

CC 10 (26,3%) 8 (36,4%) 18 (30%) 

0.5565* CT 19 (50%) 11 (50%) 30 (50%) 

TT 9 (23,7%) 3 (13,6%) 12 (20%) 

Alelos Frequência Alélica 

C 39 (51,3%) 27 (61,4%) 66 (55%) 
0.3427* 

T 37 (48,7%) 17 (38,6%) 54 (45%) 

n= número de casos analisados. 
* Teste Exato de Fisher: Considera-se p≤ 0.05 = relação estatisticamente significante. 

 

Conforme apresentado na tabela 8, não houve relação estatisticamente 

significante entre as frequências genotípica ou alélica e sexo (p=0.5565 e 0.3427, 

respectivamente). 

Para a obtenção da frequência desses alelos na população brasileira (grupo 

considerado controle), foi realizada uma revisão bibliográfica por artigos publicados 

nos últimos cinco anos que analisaram o polimorfismo em grupos-controle 

compostos por brasileiros doadores de sangue. Foram obtidos três trabalhos com 

essas características. A tabela 9 apresenta as frequências genotípica e alélica do 

polimorfismo nessas populações. 
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Tabela 9. Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo rs12979860  C/T do gene 
IL28B em doadores de sangue brasileiros. 

 População  
Estado de Origem Frequência Referência 

Genótipos   

CC 
Santa Catarina (n=198) 
São Paulo (n=240) 
Santa Catarina (n=75) 

47,4% 
43,8% 
52,0%  

Garcia et al., 2014 
Ferreira, 2013 

Moreira et al., 2012 

 
 

CT 
Santa Catarina (n=198) 
São Paulo (n=240) 
Santa Catarina (n=75) 

43,7% 
41,7% 
40,0%  

Garcia et al., 2014 
Ferreira, 2013 

Moreira et al., 2012 

 
 

TT 
Santa Catarina (n=198) 
São Paulo (n=240) 
Santa Catarina (n=75) 

8,9% 
14,6% 
8,0% 

Garcia et al., 2014 
Ferreira, 2013 

Moreira et al., 2012 

Alelos   

C 
Santa Catarina (n=198) 
São Paulo (n=240) 
Santa Catarina (n=75) 

69,0% 
64,0% 
72,0% 

Garcia et al., 2014 
Ferreira, 2013 

Moreira et al., 2012 

T 
Santa Catarina (n=198) 
São Paulo (n=240) 
Santa Catarina (n=75) 

31,0% 
35,4% 
28,0% 

Garcia et al., 2014 
Ferreira, 2013 

Moreira et al., 2012 

n= número de casos analisados. 

Para comparação das frequências genotípicas e alélicas entre os casos de 

meningiomas analisados e indivíduos saudáveis, foram utilizadas informações do 

banco de dados genômicos (dbSNP) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs12979860). Tais dados são baseados nos 

resultados provenientes do projeto internacional "Projeto 1000 Genomas" 

(ABECASIS et al., 2010) que realizou o sequenciamento do genoma completo de 

pelo menos 1.000 indivíduos de diferentes etnias, estudados em todo o mundo.  

A análise comparativa entre as frequências alélicas e genotípicas do 

polimorfismo rs12979860 C/T, obtidas com as análises do presente estudo e 

também de dados disponíveis na literatura e no banco de dados dbSNP está 

representada na tabela 10.  
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Tabela 10. Análise da frequência genotípica e alélica dos casos de meningiomas e dos 
indivíduos sadios (brasileiros e do banco de dados dbSNP). 

 Meningioma Brasil* dbSNP** P-value*** 

Genótipos   

CC     30%   43,8 a 52% ND* 0.0240 

CT 50% 40 a 43,7%    ND*  

TT     20%  8 a 14,6% ND*  

Alelos    

C 55% 64 a 72% 64% 0.0809 

T 45% 28 a 35,4% 36%  

*Garcia et al., 2014; Ferreira, 2013; Moreira et al., 2012; **dbSNP: www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; 
***Teste Chi-quadrado: Considera-se p ≤ 0.05 = relação estatisticamente significante; ND*: 
dados não disponíveis 

 

Pode-se observar que as frequências dos genótipos TT e CT foram maiores 

nos pacientes acomentidos por meningioma quando comparadas com as 

observadas entre os indivíduos brasileiros elencados como controles sadios (p = 

0.0240). Essa associação também é sugerida pela frequência discretamente elevada 

do alelo T (45%) na casuística em relação ao grupo controle (p = 0.0809). 

Resultados similares podem ser observados quanto aos dados de genótipos 

mundiais (dbSNP). 

5.3 Sequenciamento dos genes IL28B e IL28R1  
Para investigação de novas variações genéticas no IL28B, foi realizado o 

sequenciamento completo deste gene, utilizando os primers (A, B, C e D) que juntos 

e sobrepostos, abrangem toda a sua extensão (1401pares de bases).  

O gene IL28R1 teve somente suas regiões codificantes sequenciadas e 

analisadas, devido a sua grande extensão. 

Após o sequenciamento, a qualidade das sequências obtidas foi analisada 

com o programa Phred (EWING  et al., 1998; EWING et al., 1998a), adotando-se o 

score 20 para a validação do sequenciamento. 

Na tabela 11, estão representados os scores, a probabilidade de inserções 

de bases erradas e a fidelidade dos dados obtidos de acordo com o Software Phred. 
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Tabela 11. Score de qualidade e as respectivas características das sequencias analisadas 
pelo software Phred* 

 

Phred Score 

 

Probabilidade de inserção 

de bases erradas 

 

Fidelidade das reações 

10 
20 
30 
40 
50 

1 base em 10 

1 base em 100 

1 base em 1000 

1 base em 10.000 

1 base em 100.000 

90% 

99% 

99,9% 

99,99% 

99,999% 

* Ewing  et al., 1998; Ewing et al., 1998ª. 

As sequências de boa qualidade, de acordo com os parâmetros do software 

Phred, foram tratadas e comparadas às sequencias referência depositada no 

GeneBank (IL28B: NC_19.9 e IL28R1: NC_01.11), utilizando-se o software BioEdit 

Sequence Alignment Editor (HALL et al., 1999). 

A figura 4 ilustra um eletroferograma representativo do registro gráfico da 

eletroforese por capilar, sendo possível identificar as bases nitrogenadas e seus 

respectivos sinais ao longo da corrida.  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. Eletroferograma ilustrativo da sequência parcial de nucleotídeos 
na região genômica equivalente ao Fragmento C do gene IL28B. A 
sequência exibe variação genética em heterozigose (T/C) e (G/A), 
evidenciada pela sobreposição dos picos na mesma posição nucleotídica, 
indicadas pelas setas A e B respectivamente. 

 

a) Análise do gene IL28B 
Com base nas sequências analisadas para o gene da IL28B, juntamente 

com a sua sequência referência (NC_19.9) numerosas variações genéticas em toda 

a sua extensão, tanto nas regiões codificantes (exons 1, 2, 3, 4 e 5) como naquelas 

não codificantes (introns 1, 2, 3 e 4)foram encontradas (Tabela 12). 

A B 
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Tabela 12.  Análise das variações genéticas germinativas observadas no gene IL28B em pacientes acometidos por meningioma. 
Região  
Gênica 

Variação Posição 
Genoma 

Código  
Genético 

Aminoácido Mutação RNAm Proteína 
Frequência 
Absoluta 

Observação Significância 
Fenotípica 

5' UTR G>C G3C CTG>CTC - - - - 46 hom/12 het ND* ND* 
T>C T7C TCC>CCC - - - -  2 hom/ 54 het ND* ND* 

EXON 1 

C>G C44G ACC>AGC Thr>Ser missense C5G T2S 1 het rs202126177 ND* 
C>T C45T ACC>ACT Thr>Thr silent C6T T2T 2 hom/56 het rs630388 ND* 
T>C T56C ATG>ACT Met>Thr missense T17C M6T 7 hom/50het rs71356848 ND* 
G>C G63C GTG>GTC Val>VaL silent G24C V8V 1 het ND* ND* 
G>C G84C GTG>GTC Val>Val silent G45C V15V 1 het ND* ND* 
T>C T96C ACT>ACC Thr>Thr silent T57C T19T 1 het ND* ND* 
G>C G98C GGA>GCA Gly>Ala missense G59C G20A 3 heter rs148017150 ND* 
C>T C111T GTC>GTT Val>Val silent C72T V24V 1 het rs200909158 ND* 
G>T G117T AGG>AGT Arg>Ser missense G78T R26S 1 het rs772101792 ND*  

G>A G122A CGC>CAC Arg>His missense G83A R28H 8 hom/43 het rs629976 ND* 
C>T C123T CGC>CGT Arg>Arg missense C84T R28R 1 het rs201540002 ND* 
A>C A167C AAG>ACG Lys>Thr missense A128C K43T 2 het ND* ND* 
A>C A200C TAA>TCA Lys>Thr missense A161C K54T 1 het ND* **S 
G>C G211C GAT>CAT Asp>His missense G172C D58H 2 het rs371708541 **S 

INTRON 1 

G>C G234C - - - - - 1 het ND* ND* 
G>T G242T - - - - - 1 hom ND* ND* 
T>G T256G - - - - - 1 het ND* ND* 
G>C G263C - - - - - 11 het rs199950179 ND* 
G>C G273C - - - - - 9 het rs368072808 ND* 
T>C T308C - - - - - 6 het ND* ND* 
G>A G311A - - - - - 1 het rs142118702 ND* 
C>T C351T - - - - - 3 het ND* ND* 
C>T C357T - - - - - 11 het rs629008 ND* 
A>C A366C - - - - - 2 het ND* ND* 
T>C T373C - - - - - 2 het ND* ND* 
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A>T A381T - - - - - 1 hom/11het rs628973 ND* 
A>C A382C - - - - - 1 het ND* ND* 
C>T C429T - - - - - 2 het ND* ND* 
T>C T454C - - - - - 15 het ND* ND* 
A>G A458G - - - - - 16 het ND* ND* 
G>A G459A - - - - - 16 het ND* ND* 
G>T G462T - - - - - 1 het rs140489681 ND* 
C>T C483T - - - - - 1 het ND* ND* 
G>A G485A - - - - - 1 het ND* ND* 
G>C G498C - - - - - 1 het ND* ND* 
G>C G504C - - - - - 4 het ND* ND* 
T>C T454C - - - - - 15 het ND* ND* 
A>G A458G - - - - - 16 het ND* ND* 
G>A G459A - - - - - 16 het ND* ND* 
G>T G462T - - - - - 1 het rs140489681 ND* 
C>T C483T - - - - - 1 het ND* ND* 
G>A G485A - - - - - 1 het ND* ND* 
G>C G498C - - - - - 1 het ND* ND* 
G>C G504C - - - - - 4 het ND* ND* 

EXON 2 A>G A541G AAG>AGG Lys>Arg missense A209G K70R 14 hom/27 het rs8103142 ND* 
G>A G547A CGC>CAC Arg>His missense G215A R72H 1 hom/11het rs201418207 **S 

INTRON 2 

C>G C633G - - - - - 32 het ND* ND* 
T>C T634C - - - - - 1 het ND* ND* 
C>T C635T - - - - - 2 het rs8102358 ND* 
T>G T639G - - - - - 1 het ND* ND* 
C>T C659T - - - - - 60 het rs567322623 ND* 
T>G T663G - - - - - 57 het rs556019038 ND* 
C>T C668T - - - - - 57 het rs537937279 ND* 
A>C A675C - - - - - 4 het ND* ND* 
C>T C681T - - - - - 57 het ND* ND* 
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C>T C689T - - - - - 56 het ND* ND* 
C>T C695T - - - - - 54 het ND* ND* 
A>C A706C - - - - - 56 hom/4 het ND* ND* 
C>T C707T - - - - - 58 het ND* ND* 
T>C T718C - - - - - 59 het rs564786597 ND* 
G>A G719A - - - - - 60 het ND* ND* 
T>C T724C - - - - - 56 hom/ 4 het rs11881222 ND* 
C>T C736T - - - - - 1 het ND* ND* 
C>T C760T - - - - - 60 het ND* ND* 
G>C G775C - - - - - 1 het ND* ND* 
C>A C796A - - - - - 54 het ND* ND* 

del-1C 797del C - - - - - 54 heter rs200467171 ND* 
A>C A798C - - - - - 53 het ND* ND* 
A>G A799G - - - - - 51 het rs762411162 ND* 
C>T C800T - - - - - 60 het ND* ND* 
C>T C801T - - - - - 55 het ND* ND* 
T>G T802G - - - - - 6 hom/42 het ND* ND* 
G>T G803T - - - - - 4 het rs775131526 ND* 
T>C T805C - - - - - 22 het ND* ND* 
C>T C809T - - - - - 6 hom/3 het ND* ND* 
T>C T810C - - - - - 2 het ND* ND* 
C>A C811A - - - - - 1 het ND* ND* 
A>C A812C - - - - - 43 het rs201120334 ND* 
C>T C814T - - - - - 3 hom/2 het ND* ND* 
T>C T815C - - - - - 59 hom/1 het rs770519689 ND* 
C>G C816G - - - - - 2 het rs561804461 ND* 
C>T C821T - - - - - 5 hom/ 1 het rs200419716 ND* 
T>C T822C - - - - - 1 het ND* ND* 
C>A C823A - - - - - 1 het ND* ND* 
A>C A824C - - - - - 24 het rs375841887 ND* 
C>T C826T - - - - - 11 hom/1 het ND* ND* 
T>G T827G - - - - - 25 hom/1 het ND* ND* 
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C>T C829T - - - - - 26 hom/11 het ND* ND* 
T>C T830C - - - - - 5 hom ND* ND* 
C>T C831T - - - - - 1 het ND* ND* 
T>C T834C - - - - - 1 het ND* ND* 
C>T C835T - - - - - 1 hom rs753899626 ND* 
T>C T836C - - - - - 4 hom rs551195722 ND* 
C>T C840T - - - - - 22 hom ND* ND* 
T>C T841C - - - - - 22 hom ND* ND* 
C>T C842T - - - - - 1 hom ND* ND* 
T>C T843C - - - - - 1 hom ND* ND* 
C>T C845T - - - - - 58 hom rs199693585 ND* 

EXON 3 

G>T G850T GTG>TTG Val>Leu missense G259T V87L 5 het ND* ND* 
T>G T851G GTG>GGG Val>Gly missense T260G V87G 32 hom/8 het ND* ND* 
G>A G852A GTG>GTA Val>Val silent G261A V87V 34 hom ND* ND* 
G>A G856A GAG>AAG Glu>Lys missense G265A E89K 49 hom ND* ND* 
G>C G858C GAG>GAC Glu>Asp missense G267C E89D 50 het ND* ND* 
C>G C859G CGC>GGC Arg>Gly missense C268G R90G 1 hom/5 het ND* ND* 
G>C G860C CGC>CCC Arg>Pro missense G269C R90P 5 hom/6 het rs144570763 ND* 
C>T C864A/T CCC>CCA/T Pro>Pro silent C273A/T P91P 42 hom/10 het rs528458265 ND* 
T>G T866G GTG>GGG Val>Gly missense T275G V92G 44 hom/2 het ND* ND* 
G>C G868C GCT>CCT Ala>Pro missense G277C A93P 57 het ND* ND* 
C>T C869T GCT>GTT Ala>Val missense C278T A93V 43 hom/7 het ND* ND* 
G>A G874A GAG>AAG Glu>Lys missense G283A E95K 48 hom/5 het ND* ND* 
G>C G877C GCT>CCT Ala>Pro missense G286C A96P 6 het ND* ND* 
C>T C878T GCT>GTT Ala>Val missense G287T A96V 28 hom/15 het ND* ND* 
G>A G880A GAG>AAG Glu>Lys missense G289A E97K 45 hom ND* ND* 
G>C G882C GAG>GAC Glu>Asp missense G291C E97D 60 het ND* ND* 
C>T C883T CTG>TTG Leu>Leu silent C292T L98L 39 hom/3 het ND* ND* 
G>C G886C GCC>CCC Ala>Pro missense G295C A99P 47 het ND* ND* 
G>A G891A CTG>CTA Leu>Thr missense G300A L100T 25 hom ND* ND* 
C>G C893G ACG>AGG Thr>Arg missense C302G T101R 27 het ND* ND* 
G>C G894C ACG>ACC Thr>Thr silent G303C T101T 60 hom ND* ND* 
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INTRON 3 G>T G1058T - - - - - 1 het rs188088762 ND* 

EXON 4 
C>T C1157T CAC>TAC His>Tyr missense C466T H156Y 3 het rs139076671    ND* 
G>C G1162C CGG>CGC Arg>Arg silent G471C R157R 1 het ND** ND* 
C>A C1163A CTC>ATC Leu> Ile missense C472A L158I 1 het ND** ND* 

EXON 5 
T>A T1293A CTC>CAC Leu>His missense T509A L170H 1 het ND** ND* 
A>T A1296T GAG>GTG Glu>Val missense A512T E171V 1 het rs759937600 ND* 

hom = homozigoto; het = heterozigoto; *ND* = não descrito; **S = o polimorfismo provocou redução da atividade da citocina na via imunológica antiviral (GAD et al., 
2009). 

         ND* 
         ND* 
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Após análises nos bancos de dados públicos de variações genéticas 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), foi possível a distinção entre as variantes 

inéditas e as já descritas. Com o presente estudo, foram identificadas 27 novas 

variações genéticas e 74% destas provocam a troca de aminoácidos (missense) na 

sequencia primária proteica. 

Em uma análise global (variações descritas e inéditas), 75,6% das variações 

são do tipo missense.  

Para melhor visualização, as variações genéticas missense foram 

esquematicamente distribuídas ao longo da estrutura secundária da proteína 

codificada pelo gene IL28B. Parte dos aminoácidos substituídos estão localizados 

nos domínios de ligação da proteína ao seu receptor, como por exemplo as 

variações K54T, D58H, R72H (marcadas por elipses vermelhas), descritas na figura 

5.  
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Figura 5: Ilustração da distribuição das mutações missense ao longo da estrutura secundária da IL28B detectadas em pacientes acometidos por 
meningioma.  
Legenda: Retângulos azuis e laranjas simbolizam as hélices e alfa-hélices, respectivamente e os retângulos verdes representam as cadeias beta 
na estrutura protéica secundária; os números indicam as posições dos aminoácidos. Peptídio sinal (1-21 aa); As setas indicam as hélices que 
provavelmente compõem o domínio de ligação ao Receptor R1; As mutações marcadas por elipses vermelhas reduzem, in vitro, a atividade 
antiviral. Adaptado de http://www.uniprot.org/ 
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b) Análise do gene IL28R1 
Para a análise das regiões codificantes do gene IL28R1, a sequência 

referência utilizada foi NC_01.11 e as variações genéticas detectadas na presente 

casuística estavam distribuídas entre os exons 1, 3, 4, 5 e 7. Não foram observadas 

mutações nos exons 2 e 6 (Tabela 13). 
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Tabela 13. Análise das variações genéticas encontradas na região codificante do gene da IL28R1 e suas principais características. 

Região Variação Posição 
Genoma 

Codigo 
Genético Aminoácidos Mutação RNAm Proteína Frequência 

Absoluta Observação Significância 
Fenotípica 

Exon 1 C>G C43G CGC>GGC Arg>Gly  C16G R6G 1 heter rs139958347 ND* 

Exon 3 

C>T C17681T CAC>TAC His>Tyr  C189T H63Y 
1 hom T 

4 heter 
rs34654982 ND* 

C>T C17716T GCG>GTG Ala>Val  C224T A75V 1 heter rs115773768 ND* 

G>T G17798T GGT>TGT Gly>Cys  G406T G135C 1 heter rs78627520 ND* 

Exon 4 

G>C G25632C AGG>AGC Arg>Ser  G408C R136S 1 heter ND* ND* 

G>A G25635A AGA>AAA Arg>Lys  G411A E137K 1 heter rs148521759 ND* 

G>C G25673C GCA>CCA Ala>Pro  G449C A150P 2 heter rs141989044 ND* 

Exon 5 C>G C27770G TCT>TGT Ser>Cys  C638G S213C 1 heter ND* ND* 

Exon 7 

A>G A29532G AGA>GGA Arg>Gly  A866G R289G 1 heter ND* ND* 

A>T A29581T GAC>GTC Asp>Val  A915T D305V 1 heter ND* ND* 

C>T C29658T CAC>CTC His>Leu  C1041T H347L 1 heter rs72648587 ND* 

C>T C29956T CCG>CTG Pro>Pro  C1290T P430P 1 heter rs746191540 ND* 

T>C T30123C TTG>CTG Leu>Leu  T1457C L486L 1 heter rs59631801 ND* 

Legenda: hom = homozigoto; het = heterozigoto; ND* = não descrito 
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Após análises nos bancos de dados públicos de variações genéticas 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), foi possível a distinção entre as variantes 

inéditas e as já descritas. Foram identificadas três novas variações genéticas e 

todas provocam a troca de aminoácidos (missense) na sequencia primária proteica. 

Em um análise global (variações descritas e inéditas), 85% das variações 

são do tipo missense.  
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6. DISCUSSÃO 

 

Os meningiomas são tumores mais frequentes do SNC e, apesar de 

benignos e de crescimento lento, devem ser considerados graves de acordo com a 

localização tumoral e a capacidade de recidiva caso a ressecção cirúrgica seja 

incompleta (LUSIS; GUTMANN, 2004; DREVELEGAS, 2005; SUAREZ, et al., 2012; 

ABTA, 2014). 

O papel do sistema imunológico na prevenção ao surgimento e progressão 

de tumores tem sido alvo de estudos no campo da imunologia tumoral (de VISSER 

et al., 2006), uma vez que processos patológicos incluindo o câncer, podem ser 

promovidos e/ou sustentados pela diminuição ou excesso de resposta imunológica 

de um indivíduo. 

Até o presente momento não foi esclarecida a importância dos mecanismos 

imunológicos na tumorigênese e/ou progressão dos meningiomas e o presente 

estudo teve como objetivo a investigação de variações nos genes IL28B e em seu 

receptor IL28R1. 

O polimorfismo rs12979860 (C/T), localizado na região não codificante 

5'UTR do gene IL28B tem sido amplamente estudado em todo o mundo. Diversos 

estudos demonstraram forte associação do genótipo CC tanto com uma melhor 

resposta ao tratamento da hepatite C quanto com a manutenção da resposta 

virológica sustentada (THOMAS, 2009; FABRIS, et al., 2011; BIBERT, et al., 2013).  

É sabido que a resposta imune antiviral é similar em vários aspectos, à resposta 

antitumoral. Contudo, são escassas as investigações sobre a associação desse 

polimorfismo com a  ocorrência de tumores e, quando presente, a abordagem é 

restrita ao hepatocarcinoma associado à infecção pelo virus C (CAO, et al., 2014). 

De maneira inédita, o presente estudo evidenciou a maior frequência do 

alelo T nos indivíduos acometidos por meningioma, quando comparados ao grupo 

controle de doadores de sangue brasileiros (FERREIRA, 2013; GARCIA, et al., 

2014; PAR, et al., 2014) e ao banco de dados genômicos mundial (dbSNP; 

ABECASIS et al., 2010). Tendo em vista que o alelo T parece reduzir a expressão 

do RNAm do IL28B (XIE, et al., 2012; BELLANTI, et al., 2012),  esses resultados 

sugerem que a redução da expressão dessa proteína contribua para algum dos 

mecanismos de tumorigênese meningotelial, ou para a falha de reconhecimento 
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tumoral pelo sistema imune, uma vez que essa interleucina (IFN-λ), quando ligada 

ao receptor IL28R1, desencadeia uma cascata de sinalização intracelular, 

promovendo o aumento da expressão de MHC I. Além disso, provoca o aumento da 

atividade fagocítica das APCs, a indução das Natural Killer (NK), a quimiotaxia de 

células T CD4+, além do reconhecimento e ativação dos linfócitos T CD8+. Assim, 

indivíduos portadores do genótipo TT poderiam ser mais susceptíveis ao 

meningioma do que aqueles portadores do genótipo CC.  

Sato e colaboradores (2006), investigaram a atividade antitumoral de IL29B 

nas linhagens celulares murinas melanoma (B16) e tumores de colon (Colon26). A 

transdução de cDNA-IL28B promoveu o aumento na expressão de MHC I e o 

aparecimento de antígenos de superfície Fas (CD95) nas células B16. A 

superprodução de IL28B suprimiu a proliferação in vitro pela indução de p21 e 

desfosforilação de Rb, resultando no aumento da atividade das caspases, o que 

sugere sua ação via apoptose e supressão do ciclo celular. Ainda, a injeção 

terapêutica de cDNA-IL28 em um fígado com células metastáticas  (Colon26) 

promoveu a inibição do crescimento do tumor, in vivo, pelo aumento do número de 

células Natural Killer. 

Outras variações genéticas encontradas no gene da IL28B, do presente 

estudo,  ocorreram em regiões codificantes (exons) e não codificantes (introns) 

(tabela 14). Dentre elas, 27 ainda não haviam sido descritas. É digno de nota que 

74% são mutações missense, despertando o interesse para estudos futuros, in vitro 

e in silico, sobre o papel dessas alterações na função protéica. 

Gad e colaboradores (2009) estimaram a estrutura cristalográfica da IL28B e 

sugeriram um modelo para a interação com o seu receptor (IL28R1). Nesse mesmo 

estudo, demonstraram que algumas mutações nas regiões de interação proteína-

receptor, provocadas in vitro, reduziam a atividade antiviral dessa citocina. Foi 

observado, em nosso estudo, três mutações descritas por Gad e colaboradores 

(2009): as variações K54T (lisina>treonina), D58H (ácido aspártico>histidina) e 

R72H (arginina>histidina) que reduzem a atividade antiviral em 38x, 43x e 1x, 

respectivamente.  

As variações missense identificadas, distribuídas esquematicamente ao 

longo da estrutura secundária da proteína IL28B reforça a provável importância 

dessas alterações na função proteica (Figura 5), uma vez que, parte dos 
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aminoácidos substituídos estão localizados nos domínios de ligação da proteína ao 

seu receptor (http://www.uniprot.org/uniprot/Q8IZI9#section).  

Várias dessas substituições provocaram a troca de aminoácidos por outro 

que pertencia a grupos moleculares de polaridades distintas (dados não 

apresentados). Contudo, outras análises devem ser conduzidas para a determinação 

das possíveis implicações das variações encontradas, que ainda não tinham sido 

descritas. 

Para a análise do gene que codifica o receptor IL28R1 optou-se por 

sequenciar somente as regiões codificantes, visto tratar-se de uma região extensa 

(33.119pb). As variações genéticas detectadas na presente casuística estavam 

distribuídas entre os exons 1, 3, 4, 5 e 7. Foram identificadas três variações 

genéticas que não estavam ainda descritas nos Bancos de Dados Genomicos 

Públicos e todas provocam a troca de aminoácidos na sequência primária protéica. 

Embora o efeito antiproliferativo induzido por IL28B tenha sido demonstrado 

em linhagens celulares (BRAND et al., 2005; MEAGER et al., 2005; ZITZMANN et 

al., 2006; GAD et al., 2009), essa atividade depende do nível de expressão do seu 

receptor celular (LASFAR; COHEN-SOLAL, 2011) e da conservação de seus 

domínios principais. O receptor funcional é constituído por duas cadeias, IL28R1 e 

IL10R2. O IL28R1 é exclusivo para os IFN-lambdas e sua distribuição nos tecidos é 

muito restrita. Em contraste, a cadeia IL10R2 é partilhada como receptor para IL10, 

IL22 e IL26, além de ser expresso na maioria dos tecidos. Witte e colaboradores 

(2009) observaram níveis variados de expressão de IL28R1 em diferentes tecidos, 

desde elevada expressão no trato gastrointestinal e pulmão até níveis reduzidos no 

tecido cerebral. Células endoteliais, adipócitos e fibroblastos parecem não expressar 

o receptor IL28R1 (LASFAR; COHEN-SOLAL, 2011). 

Em um análise global (variações descritas e inéditas), 85% das variações 

são do tipo missense e é digno de nota que 64% dessas variações estão localizadas 

entre os aminoácidos 21 e 228, que compõem o domínio extracelular do receptor 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q8IU57).  

Os achados do presente trabalho estimulam análises futuras para avaliar se 

as alterações encontradas podem interferir na estrutura tridimensional das proteínas 

e na ligação da IL28B ao receptor IL28R (in silico) e auxiliar na identificação dos 

mecanismos pelos quais seriam ativadas/desativadas proteínas da cascata de 

sinalização intracelular de respostas a citocinas. 
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ANEXOS 

 
Anexo 1. Aprovação, do presente estudo, pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Medicina de Botucatu 
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 Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Você está sendo convidado (a) para participar de uma pesquisa chamada "Análise 
da frequência de polimorfismos nos genes IL28B e IL28R1 e do perfil de 
metilação de SOCS1 em pacientes acometidos por Meningioma”. 

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar possíveis alterações no DNA presentes nas 
células do sangue e do tumor de pessoas com tumores no cérebro, comparando tais 
alterações com os dados obtidos em células saudáveis. Os resultados dessa 
pesquisa poderão contribuir para uma maior compreensão sobre o desenvolvimento 
e a evolução dos tumores cerebrais, possibilitando o desenvolvimento e melhorias 
nos cuidados preventivos, métodos mais precisos de detecção precoce e 
diagnóstico, além de tratamentos mais eficazes.  

O objetivo deste folheto é esclarecer aberta e claramente todos os passos 
envolvidos nessa pesquisa antes de sua decisão quanto à sua participação. A 
pesquisa está sendo realizada conjuntamente pelos serviços de Neurocirurgia, 
Patologia e Laboratório de Biologia Molecular do Hemocentro, todos vinculados a 
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.  

Vale lembrar que você não terá qualquer benefício imediato com esta pesquisa, em 
princípio, mas poderá contribuir para que sejam melhores entendidas os cânceres 
que afetam o cérebro. Por outro lado, qualquer informação ou descoberta tida com 
esta pesquisa, que venha a ser comprovada como benefício, será imediatamente 
repassada a você ou ao seu médico.  

Nenhuma mudança será feita no seu tratamento no que diz respeito ao 
procedimento cirúrgico ou a qualquer outro tipo de tratamento (radioterapia, 
quimioterapia, entre outras). Nenhum efeito colateral poderá ser causado pelo 
presente estudo. A única coisa a ser feita de diferente será: 1) Coleta de uma 
amostra de sangue (em torno de 4mL, equivalente a uma colher de sobremesa, igual 
a que é colhida quando fazemos exame de sangue no laboratório); 2) Coleta de um 
pequeno pedaço do tumor que foi retirado durante a cirurgia que você foi submetido.  

Observe que estes procedimentos terão baixo risco adicional para você, uma vez 
que será decorrente do tratamento feito como rotina, realizado por todos os 
pacientes em semelhante situação. Os materiais serão utilizados para a pesquisa do 
material genético (DNA) presentes nas células, avaliando a presença ou ausência de 
alterações. 

Todas as amostras ficarão guardadas no Laboratório de Biologia Molecular do 
Hemocentro de Botucatu (UNESP), sob a guarda e responsabilidade da Dra. Maria 
lnês de Moura CamposPardini. Este material poderá ser utilizado para futuras 
pesquisas. Se isso for acontecer, você será informado e será solicitada nova 
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autorização para que o seu material guardado possa ser reutilizado em futuras 
pesquisas.  

Paralelamente, serão anotados alguns dados sobre você, no que diz respeito aos 
dados pessoais (data de nascimento, documentação, endereço, etc.), histórico da 
doença, hábitos, antecedentes pessoais e familiares, exames físicos e 
complementares, laudos histopatológicos e tratamentos realizados. Estas 
informações serão obtidas através do seu prontuário médico ou, na falta delas, 
perguntadas diretamente a você. Todos esses dados serão repassados para os 
pesquisadores através de códigos ao invés de nomes. As informações obtidas neste 
estudo poderão ser usadas em relatórios, apresentações e publicações, mas o seu 
nome não será incluído. Todos os dados pessoais serão tratados de maneira 
confidencial conforme a Legislação vigente.  

A sua participação no estudo não acarretará custos e não será disponibilizada 
nenhuma compensação financeira. Os médicos e pesquisadores envolvidos também 
não receberão qualquer pagamento para fornecer essas amostras para o estudo.  

A duração prevista para o estudo é de 02 (dois) anos, com início em janeiro/2014 e 
término em janeiro/2016. A qualquer época você poderá ter acesso às informações e 
conclusões do presente estudo, bem como aos resultados dos exames 
individualmente.  

É importante entender que você não é obrigado (a) a participar da pesquisa. Se você 
decidir não participar ou desejar suspender sua participação em outro momento, não 
será necessário dar explicações quanto aos seus motivos. Basta comunicar esta 
decisão ao seu médico, para que ele tome as devidas providências. A não 
participação nesse estudo não trará qualquer prejuízo a você, sendo que você 
continuará tendo assistência, acompanhamento e tratamento médico, da mesma 
forma. Você também poderá pedir a destruição das amostras coletadas e exames a 
qualquer momento. Caso o médico assistente resolva alterar seu tratamento, ele 
poderá realizar a mudança que se fizer necessária sem nenhum prejuízo para a 
pesquisa.  

Se você decidir participar, então leia e assine a DECLARAÇÃO DE 
ENTENDIMENTO E PARTICIPAÇÃO na presença de seu médico. O Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido original ficará com o médico assistente, que o 
colocará junto ao seu prontuário. Uma cópia dessa declaração e desse folheto será 
dada a você. Fique a vontade para fazer perguntas aos pesquisadores, cujos 
nomes, endereços e telefones encontram-se no final deste documento, mesmo que 
sua dúvida pareça muito simples. Você poderá também conversar sobre o estudo 
com familiares, amigos ou com outro (s) médico (s) que Ihe acompanha (m).  

Você terá mais tempo para pensar se ainda estiver inseguro (a) quanto sua 
participação nesta pesquisa. 
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Obrigado por ter lido esse folheto e por considerar sua participação no presente 
estudo.  

DECLARAÇÃO DE ENTENDIMENTO E PARTICIPAÇÃO 

1. Eu Ii e entendi todas as informações contidas no Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecidas;  

2. Eu tive a oportunidade de conversar o suficiente com o médico assistente e/ou 
pesquisadores responsáveis sobre as razões deste estudo e sobre seus riscos, 
esclarecendo todas as minhas duvidas;  

3. Eu compreendi que não haverá custos adicionais para que eu participe desta 
pesquisa científica;  

4. Eu fui informado que não haverá pagamento para qualquer pessoa que participe 
deste estudo, bem como por produtos ou valores advindos desta pesquisa;  

5. Eu fui informado que os meus dados clínicos e os resultados das pesquisas não 
serão disponibilizados para pessoas que não estejam vinculadas a este estudo ou 
que não tenham obtido autorização do Comitê de Ética em Pesquisa para tal. Desta 
forma, dou a permissão para que os pesquisadores tenham total acesso aos meus 
registros e demais materiais necessários para a configuração do referido estudo.  

6. Eu estou ciente de que, quando for preciso esclarecer mais dúvidas a respeito 
deste estudo ou sobre qualquer fato ocorrido durante minha participação neste 
projeto, poderei procurar o (s) Pesquisador (es) Responsável (is) pela pesquisa 
científica;  

7. Sei que a qualquer momento e por qualquer motivo poderei retirar esta 
autorização, sem que isso acarrete alteração ou prejuízo ao meu atendimento 
médico e à atenção que eu tenho direito;  

8. Confirmo que aceito de livre e espontânea vontade que minha amostra faça parte 
desta pesquisa científica, conforme aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa;  

9. Eu recebi uma cópia completa deste Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido. 

 

 

Nome Completo 
(paciente):_______________________________________________ 

RG:_________________________________ 

CPF: _________________________________ 
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 Data de Nascimento: __/__/_____ 

Prontuário N°.:_________________________________ 

Sexo: ( ) Feminino ( ) Masculino 

Telefone: (  )________________ 

Endereço:_______________________________________N°.:____ 

Compl.: ____________________ 

Bairro :_____________________ 

Cidade:_____________________________________________Estado:____  

 

Assinatura:                                             . 

 

Nome Completo do Responsável 
legal:______________________________________ 

RG:_________________________________ 

CPF:_________________________________ 

Data de Nascimento: __/__/_____ 

Telefone: ( ) ________________ 

Endereço:________________________________________________N°.:__. 

Compl.: ____________________ 

Bairro :_____________________ 

Cidade:____________________________________________Estado:____  

Grau de Parentesco com o (a) Paciente:________________________________  

Assinatura Assinatura:                                             . 
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DECLARAÇÃO DO MÉDICO/PESQUISADOR OU DE PESSOA DESIGNADA 
PELO MÉDICO RESPONSÁVEL 

Eu, abaixo assinado, certifico que discuti o projeto de pesquisa com o paciente 
participante e/ou seu responsável, explicando todas as informações apresentadas 
neste termo e incentivado perguntas sobre o referido estudo.  

Nome Completo: _____________________________________________ 

RG:_________________________________ 

CPF:_________________________________ 

Função:______________________________ 

lnscrição no Conselho Profissional: ____________ 

Local e Data:______________, ____ de ________________ de 20__. 

 

Assinatura: _____________________.  

 

COLABORADORES: 

 Dra. ADRIANA CAMARGO FERRASI  

Endereço: R. Caetes, 2-50, Vila Antártica, Bauru-SP. Telefone: (14) 3232 2705. 

 

Dra. SÍLVIA HELENA BAREM RABENHORST 

Endereço: Rua Marcos Macedo 1301, apto 802, Aldeota, Fortaleza–CE. Telefone: 
(85) 9994 5689. 

 

Dr. MÁRIO HENRIQUE GIRÃO FARIA 

Endereço: Avenida das Amoreiras, 407, Parque Itália, Campinas-SP. Telefone: (19) 
981315599. 

COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA: Endereço: Universidade Estadual Paulista – 
UNESP – Faculdade de Medicina  
Rubião Junior s/nº - Botucatu- SP. Telefone: (14) 3880-1608/ (14) 3880-1609. 


