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Expressão dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun 
em miométrio normal e mioma humanos
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RESUMO
Objetivo: Comparar a expressão gênica (mRNA) e protéica dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun em miométrio nor-
mal e mioma humanos. Métodos: Foi realizado um estudo do tipo caso-controle. O material foi coletado de 12 pacientes 
submetidas a histerectomia no Hospital de Clínicas de Porto Alegre. A expressão do mRNA específi co para c-myc, c-fos, 
c-jun e β-microglobulina foi avaliada pela técnica de RT-PCR, utilizando primers específi cos para cada gene. A expressão 
protéica destes protooncogenes foi avaliada através de Western blot com anticorpos específi cos. Resultados: Não houve 
diferença signifi cativa para expressão gênica desses protooncogenes entre miométrio normal e mioma (c-myc: 0,87 ± 0,08 
vs 0,87 ± 0,08, p = 0,952; c-fos: 1,10 ± 0,17 vs 1,01 ± 0,11, p = 0,21; c-jun: 1,03 ± 0,12 vs 0,96 ± 0,09, p = 0,168, respec-
tivamente). Não houve diferença signifi cativa para expressão protéica desses protooncogenes entre miométrio normal e 
mioma (c-myc: 1,36 ± 0,48 vs 1,53 ± 0,29, p = 0,569; c-fos: 8,85 ± 5,5 vs 6,56 ± 4,22, p = 0,434; e c-jun: 6,47 ± 3,04 vs 
5,42 ± 2,03, p = 0,266, respectivamente). Conclusão: A expressão gênica (transcrição) e a expressão protéica (tradução) 
dos protooncogenes c-myc, c-fos e c-jun em mioma e miométrio normal são semelhantes. 
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ABSTRACT
Uterine myomas are common benign tumors of the female genital tract. The expression of growth factor signal transduction 
cascade components including the protooncogenes c-myc, c-fos, and c-jun seem to be involved in the development of 
myomas. Purpose: To compare the gene (mRNA) and protein expression of the protooncogenes c-fos, c-myc, and c-jun in 
human normal myometrium and leiomyoma. Method: A case-control study was performed. Samples were collected from 
12 patients submitted to hysterectomy at the Hospital de Clínicas at Porto Alegre. The expression of the specifi c mRNA for 
c-myc, c-fos, c-jun, and β-microglobulin was assessed through the RT-PCR technique, using specifi c primers to each gene. 
The protein expression of these protooncogenes was evaluated through the Western blot technique with specifi c antibodies. 
Results: No statistically signifi cant difference was observed in the gene expression for these protooncogenes between normal 
myometrium and leiomyoma (c-myc: 0,87 ± 0,08 vs 0,87 ± 0,08, p = 0,952; c-fos: 1,10 ± 0,17 vs 1,01 ± 0,11, p = 0,21; 
c-jun: 1,03 ± 0,12 vs 0,96 ± 0,09, p = 0,168, respectively). No statiscally signifi cant difference was observed for the protein 
expression of these protooncogenes between normal myometrium and leiomyoma (c-myc: 1,36 ± 0,48 vs 1,53 ± 0,29, 
p = 0,569; c-fos: 8,85 ± 5,5 vs 6,56 ± 4,22, p = 0,434; e c-jun: 6,47 ± 3,04 vs 5,42 ± 2,03, p = 0,266, respectively). 
Conclusion: No difference was observed in the gene expression (transcription) nor in the protein expression (translation) 
of the protooncogenes c-myc, c-fos, and c-jun between leiomyoma and myometrium. 
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Introdução
Miomas ou leiomiomas são os tumores mais 

comuns do trato genital feminino e acometem de 
20 a 40% das mulheres em idade reprodutiva1. 
Geralmente são benignos, mas podem causar 
distúrbio hemorrágico, dor pélvica e, não raro, 
abortamento recorrente e infertilidade2,3. O fato 
de miomas aparecerem durante o tempo de vida 
reprodutiva, aumentarem durante a gestação e 
regredirem após a menopausa sugere que eles 
dependem dos hormônios ovarianos.4,5. 

Há evidências crescentes de que insulina, 
fatores de crescimento (IGF-1, EGF, VEGF), seus 
receptores e cascatas de transdução do sinal este-
jam envolvidos na transformação tumoral de tecidos 
dependentes de hormônios peptídicos (mama e trato 
gastrintestinal) e de tecidos não dependentes de 
hormônio (cérebro, medula, rins)6-8. A cascata de 
transdução de sinal destes hormônios peptídicos en-
volve quinases (que fosforilam resíduos de tirosina, 
serina e treonina), fosfatases e protooncogenes9. 

Protooncogenes são genes celulares normais, 
conhecidos como genes regulatórios precoces, cuja 
ativação ocorre dentro de alguns minutos até uma 
hora após o estímulo. Os protooncogenes têm 
papel importante na coordenação de eventos que 
levam a proliferação e diferenciação em células 
normais. Em resposta a fatores de crescimento e 
hormônios esteróides, a expressão de protoonco-
genes (como fos, myc e jun) é alterada rapidamente 
e de maneira coordenada10. 

O objetivo deste trabalho foi identifi car e com-
parar a expressão dos protooncogenes c-fos, c-myc 
e c-jun em miométrio normal e miomas humanos. 

Métodos
Foi realizado um estudo do tipo caso-controle, 

no qual foram incluídas 12 mulheres em idade repro-
dutiva, as quais foram a histerectomia por indicação 
não relacionada com o protocolo desta pesquisa no 
Serviço de Ginecologia do Hospital de Clínicas de 
Porto Alegre. Foram excluídas as pacientes que uti-
lizavam medicação hormonal ou que tinham diabete 
melito. Leiomiomas com diâmetro < 1 cm ou > 5 cm 
não foram utilizados para evitar a contaminação por 
miométrio normal e minimizar a probabilidade de 
necrose e degeneração tecidual, respectivamente. As 
pacientes foram informadas e autorizaram a utiliza-
ção de parte do material para estudo da expressão 
dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun. 

O material obtido foi imediatamente conge-
lado em nitrogênio líquido e armazenado a -80 ºC 

até ser preparado por técnicas efetivas no estudo 
da atividade da expressão dos protooncogenes 
c-fos, c-myc e c-jun. 

Este estudo foi submetido e aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa do Grupo de Pesquisa 
e Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de Porto 
Alegre (03-208). 

Extração do RNA e Síntese do cDNA

Para extração de RNA e a síntese de cDNA, a 
amostras de miométrio e mioma foram homogenei-
zadas em fenol-isotiocianato de guanidina (Trizol, 
Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA). O RNA total foi 
extraído com clorofórmio e precipitado com isopro-
panol por centrifugação a 12.000 g a 4º C. O pellet 
do RNA foi lavado duas vezes com etanol e ressus-
pendido em água tratada com dietilpirocarbonato 
e quantifi cado por espectrofotometria a 260 nm. O 
primeiro molde de cDNA foi sintetizado a partir de 
2 µg do total de RNA, usando o Sistema de Pré-am-
plifi cação SuperScript (Gibco BRL, Gaithersburg). 

Transcrição Reversa e Reação de Polimer-
ase em Cadeia (RT-PCR)

RT-PCR foi realizada em um volume final 
de 50 µl. Dois µl da primeira reação de síntese 
da fi ta (com ca. 4 ng de cDNA) foram desnatu-
rados (94º C, 1 min) em presença de Tris-HCl 
(20 mM), pH 8,4, KCl (50 mM) e MgCl2 (1,5 mM). 
Depois do aquecimento inicial, adicionou-se 
Taq DNA polimerase (1,25 U) à mesma so-
lução tampão Tris-HCl, MgCl2 (1,5 mM), pri-
mers (0,4 µM) sense e antisense e dNTP mix 
(0,2 mM). Foram usadas seqüências de pri-
mers específicos para c-myc (sense 5’CAA-
GAGGCGAACACACAACGTCT3 ’ ,  ant isen-
se  5 ’AACTGTTCTCGTCGTTTCCGCAA3 ’ , 
218 pb), c-fos (sense 5’AGCTCTGCTTCACAGCGC3’, 
antisense 5’GGCCTCCTGTCATGGTCTT3’, 442 pb), 
c-jun (sense 5’GGAAACGACCTTCTATGACGATG-
CCCTCAA3’, antisense 5’GAACCCCTCCTGCTCATC-
TGTCACGTTCTT3’, 315 pb) e β2m (sense 5’ATCCAG-
CGTACTCCAAAGATTCAG3’, antisense 5’AAATTGA-
AAGTTAACTTATGCACGC3’, 623 bp)11,12. O número 
de ciclos foi ajustado para cada primer de acordo 
com estudos prévios11,12. Todos os reagentes foram 
adquiridos da Gibco BRL (SuperScript Preamplifi ca-
tion System for First Strand cDNA Synthesis). Uma 
amostra do PCR (15 µl) foi separada por eletroforese 
em gel com 1,5% de agarose, corado com brometo de 
etídio e visualizado sob luz ultravioleta. As bandas 
foram quantifi cadas por densitometria, utilizando um 
sistema para processamento de imagem (ImageMas-
ter VDS, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 
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Western blots

Aproximadamente 0,5 g de tecido foi homo-
geneizado individualmente em um ultra-turrax 
por 30 s em velocidade 3, a 4° C, em presença de 
uma solução tampão (500 µl) contendo HEPES 
(50 mM), pH 7,5, fl uoreto de fenilmetilsulfonila 
(PMSF, 1 mM), fl uoreto de sódio (NaF, 100 mM), 
pirofosfato decahidrato de sódio (Na4P2O7; 10 mM) 
e vanadato de sódio (NaVO4, 2 mM), Triton X-100 
(0,1%). O material foi solubilizado por 16 h e de-
pois foi centrifugado (30 min, 4° C, 12.000 g). Foi 
realizada dosagem de proteínas no sobrenadante 
através do método de Bradford13. Proteína total 
(50 µg) de cada amostra foi desnaturada em so-
lução de Laemmli (glicerol (30%), SDS (10%); Tris 

(62,5 mM), ditiotreitol (750 mg) e azul de bromo-
fenol (0,001%)) a 95° C por 10 min. As proteínas 
foram separadas em SDS-PAGE (12%). 

Após a eletroforese, as proteínas foram trans-
feridas para uma membrana de nitrocelulose. As 
membranas de nitrocelulose foram incubadas du-
rante uma hora em solução bloqueadora contendo: 
NaCl (150 mM), EDTA (5 mM), Tris (50 mM), Triton 
X-100 (0,05%), pH 7,4 (NET), leite em pó desnata-
do (5%). Após bloqueio dos sítios inespecífi cos, as 
membranas foram incubadas por 16 h, sob agitação 
constante a 4° C, com os anticorpos específi cos 
anti-fos, anti-myc e anti-jun (Upstate Biotechnology) 
suspensos em NET. As membranas foram então 
lavadas com NET e leite desnatado (2%, 5 vezes, 10 
min). Em seguida, as membranas foram incubadas 

Figura 1 - Gel de agarose e densitometria das bandas representativas de 12 produtos de transcrição reversa. A: Fragmento com 218 pb correspondente ao 
protooncogene c-myc e fragmento com 623 pb correspondendo à β2-microglobulina: B: fragmento com 442 pb correspondendo ao protooncogene c-fos e fragmento 
com 623 pb correspondendo à β2-microglobulina. Miométrio normal (N) e mioma (T); C: fragmento com 315 pb correspondendo ao protooncogene c-jun e 
fragmento com 623 pb correspondendo à β2-microglobulina. Miométrio normal (N) e mioma (T).
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com o 2° anticorpo (c-fos com goat antimouse IgG 
conjugate; c-myc e c-jun com goat antirabbit IgG 
conjugate, Bio-Rad Laboratories) por 1 h e lavadas 
novamente com NET e leite (5 vezes, 10 min). Após a 
incubação com solução para quimioluminescência, 
as membranas foram colocadas em contato com 
o fi lme fotográfi co (Kodak X-Omat) por ca. 1 min. 
Depois da revelação seguiram-se a visualização e a 
análise dos resultados. Como normalizador para a 
quantifi cação utilizou-se a coloração de Ponceau. 
A densidade óptica das bandas obtidas foi medida 
através de um sistema para processamento de ima-
gem (Image-Master VDS Pharmacia Biotech). 

Análise estatística

Os resultados são apresentados em termos 
de média ± desvio padrão. As expressões dos níveis 
de mRNA e de proteínas c-myc, c-fos e c-jun foram 
comparadas usando o teste t de Student. Valores 
de p < 0,05 foram considerados signifi cantes. 

Resultados
As Figuras 1A, 1B e 1C apresentam a ex-

pressão gênica dos protooncogenes c-myc, c-fos 
e c-jun, respectivamente. Não houve diferença 
signifi cativa quanto à expressão gênica destes 
protooncogenes entre miométrio normal e mioma. 
Na densitometria as bandas observadas em mio-
métrio normal e mioma foram 0,80 ± 0,08 e 0,80 
± 0,08 para c-myc (p = 0,95); 1,1 ± 0,17 e 1,0 ± 
0,11 para c-fos (p = 0,2); e 1,0 ± 0,12 e 0,9 ± 0,09 
para c-jun (p = 0,16), respectivamente. 

As Figuras 2A, 2B e 2C apresentam a expres-
são protéica (por Western blot) dos protooncogenes 
c-myc, c-fos e c-jun, respectivamente. Não houve 
diferença signifi cativa na expressão protéica destes 
protooncogenes entre miométrio normal e mioma. 
Na densitometria as bandas observadas em mio-
métrio normal e mioma foram 1,3 ± 0,48 e 1,5 ± 
0,29 para c-myc (p = 0,56); 8,8 ± 5,5 e 6,5 ± 4,2 
para c-fos (p = 0,43); e 3,82 ± 3,21 e 4,27 ± 4,10 
para c-jun (p = 0,77), respectivamente. 

Discussão
Os protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun têm 

função importante na transdução do sinal de 
fatores de crescimento, bem como de hormônios 
esteróides, e eles representam uma interação/con-
vergência destas duas vias de sinalização. Neste 
estudo, os níveis de mRNA e a expressão protéica 
dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun em miomé-

trio normal e mioma humanos foram comparados, 
tendo se mostrado semelhantes. 

A modulação no crescimento de miomas 
parece ocorrer através da interação entre hormô-
nios esteróides sexuais e fatores de crescimento14. 
A expressão e atividade dos receptores de IGF-1 
e insulina em miométrio e mioma humanos foi 
recentemente estudada9,15, 16. 

O estrogênio é considerado responsável pela 
proliferação destas células. Exerce seus efeitos fi -
siológicos nas células-alvo, através de ligação com 
receptores nucleares específi cos17. A participação 
da progesterona também parece ser importante na 
formação deste tumor benigno através da estimu-
lação de atividade mitótica e proliferação celular18. 
Recentemente foi observado que fármacos antago-
nistas da ação de progestágenos em seus receptores 
(mifepristona) diminuem o volume dos miomas19. 

Níveis elevados de c-myc foram descritos em 
tumores de mama, cólon e pulmão, e estão associa-
dos a um mau prognóstico20. Contudo, assim como 
foi observado em nossos resultados, a expressão de 
mRNA para c-myc em fi broadenomas de mama, e 
tumores benignos (como os miomas) é semelhante 
à expressão em tecido mamário normal21. 

O gene c-fos não é necessário para promoção 
de tumor, mas parece ter um papel essencial na 
progressão de tumor benigno para maligno. É pos-
sível que os níveis de c-fos, semelhantes em mioma 
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Figura 2 - Análise por Western blot de amostras isoladas de 12 pacientes. Foram 
utilizadas as mesmas quantidades de proteína (50 µg) em cada poço. Após 
separação em gel de poliacrilamida, as proteínas foram transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose e as bandas correspondentes aos protooncogenes 
c-myc (A), c-fos (B), e c-jun (C) foram identifi cadas com anticorpos específi cos 
e auto-radiografi a. Miométrio normal (N) e mioma (T). 
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e miométrio (como encontrado em nosso estudo) ou 
diminuídos nos miomas (em relação ao miométrio), 
possam explicar a baixa freqüência de malignização 
neste tipo de tecido22. A transformação maligna de 
miomas é um evento raro e a baixa expressão de c-
fos faz parte deste fenótipo benigno, que impediria 
a progressão para tumor maligno23. 

Não encontramos diferença na expressão de 
c-jun comparando mioma e miométrio. O miométrio 
normal pode apresentar uma elevação transitória 
em c-jun no início do trabalho de parto24. c-jun e c-fos 
são os produtos que interagem formando o complexo 
AP-1 no núcleo e iniciam a cascata de eventos que 
leva ao crescimento e proliferação celular. Em ou-
tros tumores (adenomas de glândula salivar e ade-
nocarcinoma de cólon) a expressão protéica destes 
protooncogenes também não está alterada25. 

A expressão gênica (transcrição) e a expressão 
protéica (tradução) dos protooncogenes c-myc, c-fos 
e c-jun não foram diferentes em mioma e miométrio 
normal. É possível que outros protooncogenes este-
jam envolvidos no surgimento e crescimento destes 
tumores (Ha-ras, erb-A e src). Outros estudos para 
identifi car potenciais mediadores da proliferação e 
regulação do crescimento celular, bem como para es-
clarecer a interação entre hormônios esteróides, pep-
tídicos e protooncogenes, deverão ser realizados. 
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