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1. INTRODUÇÃO 

Miomas humanos são tumores comuns do trato genital feminino. São 

comumente benignos, no entanto, causam distúrbios hemorrágicos, desconforto ou 

dor pélvica e não raramente aborto recorrente e infertilidade (1, 2). O único 

tratamento curativo disponível é a cirurgia, seja histerectomia ou enucleação dos 

miomas. É sabido que o ambiente endócrino é o maior determinante do crescimento 

dos miomas, uma vez que seu crescimento pára ou eles até mesmo diminuem de 

tamanho após a menopausa (1). O fato dos miomas aparecerem durante o período 

da vida reprodutiva, aumentarem durante a gestação e regredirem após a 

menopausa sugere sua dependência dos hormônios ovarianos (1, 3-8). Os análogos 

do hormônio liberador de gonadotrofina (GnRHa), os quais reduzem a concentração 

sérica de estrogênio e progesterona, como visto na menopausa, têm sido usados 

como a terapia medicamentosa para diminuir miomas antes da cirurgia. No entanto, 

estes tratamentos não são adequados a longo prazo, devido ao grande número de 

efeitos colaterais, como por exemplo, diminuição da massa óssea (9-11). 

Há crescentes evidências de que a insulina, o IGF-1 e seus receptores 

estejam envolvidos na transformação tumoral de tecidos dependentes de hormônio 

como: mama e trato gastrointestinal, e de tecidos não dependentes de hormônio 

como: cérebro, medula, rins (12, 13). O fato de muitos tumores renais conterem 

quantidades aumentadas de glicogênio, fosfolipídios e triglicerídios sugere o 

envolvimento da insulina e/ou IGF-1 no carcinoma renal (12). Estas observações 

indicam que os IGFs podem ter um importante papel na gênese de tumores. 
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A fim de possibilitar novas estratégias não invasivas no tratamento de 

miomas, torna-se essencial um maior conhecimento a respeito dos mecanismos que 

envolvem a regulação do crescimento dos miomas, como a expressão dos 

protoongenes fos, myc e jun. 



 

 

8

2. MIOMÉTRIO 

É formado por células do músculo liso que sustentam o tecido vascular e 

estromal. O estrogênio e a progesterona, desempenham um papel chave na 

regulação dos genes que direcionam o desenvolvimento e o funcionamento deste 

tecido de forma semelhante ao que ocorre no endométrio e nos ovários. Este tecido, 

entretanto, possui baixo número de receptores de estrogênio no início da fase 

folicular (14), consequentemente a resposta do miométrio ao estrogênio também é 

baixa nesta fase. À medida que o nível de estrogênio se eleva, o miométrio se 

diferencia com o objetivo de se preparar para uma possível gravidez, ao passo que, 

os níveis dos receptores de progesterona são relativamente estáveis durante o ciclo 

menstrual (15). 

A expressão dos genes regulados por estrogênio normalmente varia no 

miométrio durante o ciclo menstrual em resposta aos níveis de concentração dos 

hormônios esteróides. Alguns destes genes codificam fatores de crescimento e seus 

receptores, favorecendo o crescimento de tumores benignos conhecidos como 

miomas. 
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3. MIOMAS 

Miomas humanos, também conhecidos como leiomas, fibromas, fibromiomas 

ou leiomiomas, são tumores comuns do trato genital feminino. São comumente 

benignos e se desenvolvem a partir do músculo liso miometrial que contém 

quantidades variáveis de tecido conjuntivo fibroso (16). São tumores monoclonais, 

derivados de um único tipo celular (17). Pode-se dizer também que são estruturas 

encapsuladas, ricas em colágeno e exibem uma vascularização dispersa. Possuem 

níveis elevados e variados de receptores de estrogênio e progesterona (14, 18). 

Diversas evidências sugerem uma base genética para o surgimento de mioma 

uterino. Em comparação com outros grupos étnicos, mulheres descendentes de afro-

americanos possuem risco maior de desenvolver miomas uterinos (19), os quais 

surgem em idade precoce e tendem a ficar maiores, mais numerosos e sintomáticos 

(20-22). Diferenças histológicas têm sido observadas entre o mioma e o miométrio 

em uma tentativa de explicar seu desenvolvimento, incluindo os diferentes níveis dos 

fatores de crescimento, aberrações cromossômicas com alterações genéticas, além 

dos diferentes níveis dos receptores de hormônios de esteróides sexuais (23). 

Nenhum gene específico foi identificado como responsável pelo surgimento dos 

miomas. Porém, estudos cromossômicos mostram alterações citogenéticas 

heterogêneas, sendo cinco as mais freqüentes: translocação específica entre os 

cromossomos 12 e 14, trissomia do 2, deleção do cromossomo 7 e rearranjo 

envolvendo o braço longo do cromossomo 12 com o braço curto do 6 (24). 

Miomas possuem uma capacidade de rápido crescimento, mas não 

ultrapassam a barreira do tecido conjuntivo que os separa do miométrio normal 
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adjacente. São tumores com baixa atividade mitótica (similar ao miométrio 

adjacente), porém contêm muita matriz extracelular, a qual pode contribuir para o 

seu crescimento (25). 

O fato dos miomas aparecerem durante o período da vida reprodutiva, 

aumentarem durante a gestação e regredirem após a menopausa, sugere 

dependência dos hormônios ovarianos (1, 4, 8, 26, 27).O ambiente endócrino parece 

ser o maior determinante de seu crescimento (1). Os estrogênios tem recebido muita 

atenção como sendo o grande fator responsável pelo desenvolvimento dos miomas 

uterinos, entretanto, a progesterona também parece exercer um papel importante 

(26). A exata etiologia dos miomas uterinos permanece ainda desconhecida, (28). 

Certamente a questão sobre sua etiopatogênese ainda não foi totalmente esgotada 

e existem muitas perguntas a serem respondidas (29). 

Uma característica histopatológica interessante dos miomas é a diferença em 

sua vascularização em relação ao miométrio adjacente. Recentemente foi 

demonstrado que os miomas têm uma área vascular e uma densidade microvascular 

menor do que o miométrio adjacente (30, 31). Isto é intrigante, uma vez que os 

tumores sólidos necessitam uma densidade microvascular maior, a fim de 

conseguirem sustentar seu crescimento (32). Os miomas podem se comportar de 

forma diferente justamente por serem tumores benignos. Entretanto, apesar desta 

densidade vascular reduzida, os fatores responsáveis por este mecanismo, 

permanecem desconhecidos (33). 
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Na maioria dos países, os miomas uterinos são a indicação mais freqüente 

para histerectomia em mulheres na pré-menopausa. Representam, 

conseqüentemente, um grande problema de saúde pública. 

A incidência e a severidade dos sintomas associados aos miomas variam com 

o seu tamanho, sua quantidade e sua localização (16). A presença deste tumor é 

responsável por 1/3 dos 600.000 procedimentos realizados por ano em hospitais 

norte-americanos (34, 35). A etnia é um fator de risco epidemiológico importante na 

prevalência do mioma. Mulheres de raça negra possuem uma freqüência três vezes 

maior de miomatose uterina do que as mulheres de raça branca (36). No entanto, 

existe uma incidência cumulativa estimada de 70 - 80 % em mulheres acima de 50 

anos (22, 35, 37). É o tumor ginecológico mais frequente com uma prevalência 

superior a 30 % em mulheres com idade acima de 30 anos (16). Diversos estudos 

realizados em grupos familiares demonstraram que a ocorrência de mioma é 4-5 

vezes mais comum em mulheres (com mioma) parentes em primeiro grau, quando 

comparados a grupos de mulheres da população em geral (27, 35, 38). Estudos 

epidemiológicos sugerem que o risco de surgimento de mioma está associado à 

obesidade, gravidez tardia e a nuliparidade, porém, está inversamente associado à 

gravidez, idade da menarca e menopausa (39). 

A maioria dos miomas é assintomática, mas até 25 % das mulheres acima de 

30 anos podem apresentar sintomas tais como sangramento uterino anormal, dor 

pélvica e disfunções reprodutivas (1, 2, 40). O sangramento uterino anormal pode 

causar anemia por deficiência de ferro, estando associado à ausência das pacientes 

ao trabalho. O desconforto e a dor pélvica estão associados com a localização do 
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tumor. Quando anterior pode causar sintomas urinários e quando posterior, 

constipação (36). Além disso, até 50 % dos miomas podem causar sintomas graves, 

que justificam a intervenção clínica ou cirurgica (41). 

O diagnóstico dos miomas é freqüentemente realizado por palpação de um 

contorno uterino irregular, aumentado no exame físico. A ultra-sonografia pode 

auxiliar no diagnóstico e excluir a possibilidade de um tumor ovariano. A ressonância 

magnética (RM) fornece uma visualização melhor dos miomas, mas para a maioria 

das indicações clínicas, o custo extra com deste exame não se justifica (36). 

A conduta terapêutica nesses tumores pode ser expectante, medicamentosa 

ou cirúrgica, dependendo dos sintomas, da idade da paciente, do tamanho e da 

localização do tumor (36). Quando o mioma é reconhecido logo no início de seu 

desenvolvimento, é possível a utilização de terapias conservadoras efetivas e 

definitivas, que oferecem alívio dos sintomas (29). 

Os GnRHa, os quais reduzem a concentração sérica de estrogênio e 

progesterona, têm sido usados como a terapia medicamentosa para diminuir os 

miomas antes da cirurgia (9-11). Estes agentes produzem uma redução significativa 

no volume uterino (35 % a 65 %), bem como amenorréia (36). Os tumores retornam 

ao volume do pré-tratamento em poucos meses após a descontinuação do agonista 

GnRH (26). Estes tratamentos não são adequados a longo prazo, devido ao grande 

número de efeitos colaterais como, por exemplo, a diminuição da massa óssea, 

fogachos e dispareunia (9, 10, 36). 
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4. HORMÔNIOS ESTERÓIDES OVARIANOS, FATORES DE CRESCIMENTO E 

MIOMAS 

Muitos estudos demonstram a existência de uma interação entre os 

receptores de estrogênio (RE) e receptores de progesterona (RP) que envolve a 

modulação da transcrição dos genes nos miomas. Entretanto, isoladamente estes 

hormônios não modulam o surgimento e o crescimento celular de mioma. Este 

processo ocorre através da interação entre hormônios esteróides sexuais e fatores 

de crescimento (42) 

Ambos os hormônios esteróides e peptídicos medeiam a proliferação e 

diferenciação celular em tecidos responsivos, afetando a expressão gênica (figura 

1). A ação biológica destes hormônios é mediada por receptor específico nas células 

produtoras do fator de crescimento (autócrinas) ou nas células vizinhas (parácrinas). 

As moléculas de matrizes extracelulares, assim como colágeno, fibronectina e 

heparina, servem para limitar os fatores de crescimento quanto a sua localização, 

através de fortes ligações e evitar uma possível dispersão (43). 
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                                                                                                       Fonte: Nowak,R.A - Blackwell Science, 1997:301-310. 

Figura 1 – Interação entre hormônios esteróides e fatores de crescimento 

 

4.1. Hormônios esteróides ovariano e miomas 

Os miomas uterinos se desenvolvem durante os anos reprodutivos da mulher 

e regridem após a menopausa, indicando um potencial de crescimento dependente 

de hormônios esteróides ovarianos. Os hormônios esteróides entram rapidamente 

na célula-alvo, ativam os receptores nucleares e estão envolvidos nos mecanismos 

da transcrição (figura 2). Ligados ao elemento responsivo hormonal, o receptor pode 

modificar a estrutura da cromatina e permitir a ligação de outros fatores 

transcricionais, necessários para transativação (44). 



 

 

15

 

Legenda: E = Estrogênio; R = Receptor; SER = Elemento Responsivo a Esteróide; GE = Genes Estruturais.  

Figura 2 – Mecanismo de ação de hormônios esteróides 

4.1.1. Estrogênio e seus receptores 

O estrogênio (E) está intimamente relacionado a gênese e ao crescimento 

dos miomas. Este hormônio exerce seus efeitos fisiológicos nas células alvo, através 

de ligações com receptores nucleares específicos. Embora o número de receptores 

de estrogênio (RE) varie no miométrio durante o ciclo menstrual, o tecido do mioma 

continua a ter níveis elevados de RE, especialmente no início das fases folicular e 

lútea (14). Além disto, o tecido tumoral perde a capacidade de limitar os níveis de 

receptores de estrogênio. 

Existem dois tipos de receptores de estrogênio: o receptor de estrogênio alfa 

(REα) e o receptor de estrogênio beta (REβ). O REβ é considerado homólogo ao 
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REα, isto é, ocupa a mesma posição, possui a mesma estrutura porém apresenta 

diferente aspecto e função quando comparado ao REα no domínio de ligação do 

DNA e no domínio de ligação ao ligante (45). O mRNA para REα e REβ são 

expressos no mioma e no miométrio (46-49) e estimulam a transcrição dos genes-

alvo da mesma maneira, isto é, utilizam os mesmos mecanismos. Entretanto, o que 

varia é o grau de ativação destes receptores. O REβ possui um grau mais baixo de 

ativação do que o REα (50). Estas estruturas podem se combinar de três formas: 

REα (αα),  REβ (ββ)  e REαβ (αβ). Assim, diferentes tecidos expressam estas 

combinações em diferentes proporções e cada combinação possui diferente 

afinidade com o elemento responsivo do estrogênio. O REα é encontrado no 

endométrio, nas células de câncer de mama e células do estroma ovariano. 

Enquanto o REβ é encontrado no rim, cérebro, pulmão, mucosa intestinal, próstata e 

células endoteliais. Embora 17β-estradiol (E2) possa se ligar igualmente bem aos 

dois receptores, existe uma preferência do hormônio estrona e de raloxifeno de se 

ligarem ao receptor α  e o hormônio estriol e genisteína (inibidor de de atividade de 

tirosina quinase) ao receptor β (51, 52). 

Terapia do agonista GnRH por sua vez inibe a expressão da aromatase P450 

nas células dos miomas, sugerindo que a supressão de estrogênio (in situ) pode ser 

um mecanismo adicional do GnRH agonista para induzir a regressão do mioma (53). 

O estrogênio media os efeitos mitóticos nas células dos miomas, provocando 

uma ativação rápida e transitória na rota da MAP-quinase (mitogen activated protein 

kinase) e a transdução de sinais iniciais através da cascata de eventos pela 

estimulação do 17β-estradiol (E2), incluindo a fosforilação das proteínas celulares em 
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resíduos de tirosinas, assim como as proteínas intracelulares associadas ao 

crescimento (GAP) e ativação da proteína quinase auxiliar estão relacionadas com a 

secreção de PDGF (platelet-derived growth factor) induzidas por E2 (54). Além disso, 

muitas evidências sugerem que a ação do estrogênio pode ser mediada em parte 

por fatores de crescimento como EGF (epidermal growth factor), IGF-1 (insulin-like 

growth factor) e PDGF (platelet-derived growth factor), produzidos pelas células-alvo 

do útero (55-57). 

 

4.1.2. Progesterona e seus receptores 

A participação da progesterona na patogênese do mioma também é 

indispensável porque estimula sua atividade mitótica e proliferação celular (58, 59). 

O crescimento da atividade mitótica em miomas, principalmente na fase secretora do 

ciclo menstrual, sugere que seu desenvolvimento é afetado pelos níveis de 

progesterona (60). Os efeitos fisiológicos da progesterona são mediados pela 

interação com proteínas intracelulares específicas chamadas receptores de 

progesterona (RPs) (61). 

A modulação da expressão dos receptores de estrogênio e progesterona, em 

nível de proteína e mRNA, sugere que o aumento de estrogênio regula os 

receptores de progesterona na fase proliferativa do ciclo menstrual e a diminuição da 

progesterona regula os receptores de estrogênio na fase secretora do ciclo 

menstrual. Ambos receptores são expressos em níveis mais elevados em miomas 

do que em miométrio. Contudo, não se conhece ainda o envolvimento destes 

hormônios e seus receptores na origem dos miomas (2). Sabe-se que existe um 
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aumento de mRNA dos RP e de níveis de proteínas no mioma, juntamente com uma 

elevada proliferação associada ao antígeno Ki-67 comparado ao miométrio 

adjacente. Isto sugere uma associação entre a sinalização mediada pela 

progesterona e o crescimento deste tumor (18). 

Os receptores de progesterona se apresentam como duas isoformas 

diferentes: Uma RPA e outra RPB (62). Estes receptores funcionam como fatores de 

transcrição, mas ambos apresentam funções biológicas diferentes. O RPB funciona 

como ativador da transcrição do gene responsivo de progesterona (63), enquanto o 

RPA atua como um potente repressor, dependente do ligante da atividade 

transcricional do RPB, onde o RPA é inativo como ativador transcricional (64). Existe 

um complexo cross-talk entre os caminhos de sinalização de RE e RP. Como já foi 

observado, o estrogênio pode induzir a expressão de RP nas células miometriais 

(65) e aumentar o índice de transcrição do gene do RPB, contudo, ambos podem 

atuar como potentes repressores dependentes do ligante de atividade do RE (66). 

Além disso, a progesterona reduz (down-regulation) a transcrição do RP estimulado 

pelo estrogênio (66, 67). 

Ambos, RPA e RPB são expressos em mioma e no miométrio. Entretanto os 

níveis destes fatores de transcrição estão mais elevados no mioma, sendo que o 

RPA tem uma predominância significativa sobre o RPB (68, 69). A expressão de 

mRNA do RPB mais elevada em mioma revela um fenótipo ativado para a 

proliferação estimulado pela progesterona (42, 70). 

O crescimento de miomas é o resultado do balanço da dinâmica entre a 

proliferação, diferenciação e a morte celular (71). Contudo, os mecanismos celulares 
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fundamentais envolvidos na ação dos hormônios esteróides sexuais, na regulação 

da proliferação e na apoptose das células dos miomas ainda permanecem 

desconhecidos (42). 

 

4.1.3. Mecanismos de ação dos hormônios esteróides   

Os hormônios esteróides sexuais coordenam as vias intrincadas envolvidas 

na proliferação e diferenciação celular. Contudo, para compreender como estes 

hormônios exercem o controle dessas vias é preciso conhecer os mecanismos 

moleculares, que estes hormônios utilizam para promover seus efeitos biológicos. A 

melhor descrição deste mecanismo, até o momento, é o modelo cascata e foi 

sugerida por Schuchard (72). Este modelo é aplicável ao estrogênio, progesterona, 

androgênio e glicocorticóides. 

Os hormônios esteróides atravessam a membrana plasmática da célula-alvo e 

se ligam aos seus receptores nucleares específicos no interior da célula e promovem 

sua ativação. A ativação do receptor envolve mudanças conformacionais na 

estrutura do receptor, (associação proteína-proteína) que habilitam o complexo 

hormônio-receptor a ligar-se com alta afinidade às seqüências de DNA específicas, 

denominadas elementos responsivos a esteróides (SRE). Estes elementos 

responsivos são geralmente representados por seqüências de DNA de 15 a 20 

pares de bases, localizados anteriormente (upstream) ao sítio de início da 

transcrição do gene responsivo aos esteróides. Uma vez ligado ao elemento 

responsivo, o complexo hormônio-receptor atua como fator de transcrição 

modulando a taxa de transcrição destes genes. Este modelo ainda propõe que a 
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ligação do complexo hormônio-receptor a elementos responsivos a esteróides ativa 

a transcrição dos chamados genes regulatórios precoces (early genes), que 

respondem em poucos minutos ao estímulo dos esteróides. As proteínas produzidas 

a partir destes genes entram no núcleo e regulam a transcrição dos chamados 

genes tardios (late genes). Assim, estes genes estruturais vão codificar mRNA para 

as proteínas que irão exercer o determinado efeito biológico (72). 

 

4.2. Fatores de crescimento e miomas uterinos 

Fatores de crescimento não possuem livre acesso ao interior das células. 

Para isto, estes hormônios peptídicos se ligam a receptores de membrana que vão 

dar início a uma cascata de sinalizações dentro das células chamada transdução do 

sinal (figura 3). Os sinais iniciais são mediados através dos mensageiros 

secundários assim como cAMP, IP3, diacilglicerol (DAG), e Ca2+. Estes mensageiros 

ativam proteínas quinases específicas, as quais ativam fatores de transcrição e 

ativam proteínas necessárias para promover a regulação da expressão gênica. A 

especificidade da resposta celular aos sinais extracelulares inicia com um receptor 

de membrana específico presente na célula-alvo. Na ausência do receptor 

adequado, a célula não emite resposta aos fatores de crescimento e nem aos 

hormônios peptídicos (23). 
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Figura 3 – Transdução do sinal de fatores de crescimento (modelo 

simplicado). 

 

4.2.1. EGF e seus receptores 

O fator de crescimento epidermal (epidermal growth factor - EGF) exerce um 

papel extremamente importante como um fator de crescimento local na regulação do 

crescimento do mioma (38, 55, 73-75). Mioma e miométrio possuem sítios de ligação 

específicos com alta afinidade para EGF (38). A expressão do mRNA do EGF e do 
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mRNA do EGF-R nas células dos miomas e miométrios sugerem que o EGF deve 

estar envolvido na regulação autócrina e parácrina do crescimento destes tecidos 

(74). Entretanto os miomas apresentam maior quantidade de mRNA para EGF do 

que o miométrio na fase secretora do ciclo menstrual (76). O envolvimento dos 

hormônios esteróides sexuais tem sido relevante na regulação do EGF devido ao 

tratamento com GnRH agonista que reduz, significativamente não apenas as 

ligações específicas do EGF, mas também do mRNA do EGF nas células dos 

miomas, quando comparado a grupos não tratados (77). 

 

4.2.2. Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) 

O IGF-1 é um hormônio peptídico essencial para a regulação do metabolismo, 

crescimento e diferenciação celular (78), estruturalmente relacionado à pró-insulina. 

Este hormônio medeia os efeitos biológicos dos hormônios de crescimento nos mais 

variados tipos de células. As ações biológicas do IGF-1 são mediadas pelos 

receptores específicos de IGF-1 (79). Os IGFs são produzidos no fígado e em vários 

outros tecidos. Promovem efeitos de crescimento e estimulam a síntese de RNA e 

DNA (24, 80). 

A sinalização do IGF-1 tem sido relacionada com muitos processos que 

envolvem crescimento celular tumoral. O fato de que tumores renais e outros contêm 

quantidades aumentadas de glicogênio, fosfolipídios e triglicerídios sugerem o 

envolvimento do IGF-1 no carcinoma renal (12). Estas evidências indicam que o IGF-

1 exerce um importante papel na gênese e desenvolvimento de tumores (24, 80). 
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O IGF-1 está presente em maior quantidade no mioma do que no miométrio 

(81) e alguns estudos demonstram a presença do mRNA para IGF-1 em mioma e 

miométrio (80, 82, 83). Giudice e cols. (1) demonstrou que o mRNA para IGF-1 em 

mioma era mais abundante durante o final da fase proliferativa do ciclo menstrual. 

Os hormônios esteróides sexuais afetam os níveis de mRNA do IGF-1, mas não os 

níveis de mRNA do receptor do IGF-1 nas células cultivadas de mioma. Nenhuma 

diferença significativa foi observada na expressão do mRNA do receptor do IGF-1 

entre as culturas tratadas e não tratadas tanto com estrogênio ou progesterona (84). 

Estes resultados fornecem evidências que a progesterona bloqueia (down-regulated) 

a expressão do IGF-1 em miomas cultivados, sem afetar a expressão do receptor do 

IGF-1. Além disto, as culturas de mioma e miométrio de mulheres tratadas com 

agonistas de GnRH secretam, significativamente, menos IGF-1 em comparação a 

tecidos não tratados (85). A administração do agonista de GnRH está associada com 

o decréscimo tanto dos níveis de mRNA de IGF-1 (86) como com a expressão do 

receptor de IGF-1 imunorreativo (87). Estes resultados sugerem que o IGF-1 possa 

estar envolvido na regulação do crescimento dos miomas, como mediador local de 

ação promotora de crescimento dos esteróides sexuais (79). 

 

4.2.3. IGF-1 e seus receptores 

Os receptores de membrana da (IGF-1R) são heterotetraméricos e possuem 

duas subunidades α (135 kDa) e duas subunidades β  (95 kDa). As subunidades são 

ligadas por pontes de dissulfeto. A subunidade α, localizada fora da membrana 

plasmática, é o sítio de ligação para o IGF-1. As subunidades β são proteínas 
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transmembrana, com atividade intrínseca de tirosina quinase. A ligação do IGF-1 à 

subunidade β do receptor ativa as quinases e através da fosforilação de proteínas 

celulares em direção a resíduos de tirosina e serina transmite o sinal de IGF-1 à 

célula alvo (88, 89). Através da indução de protooncogenes (c-jun e c-fos), o IGF-1 

regula a transcrição do DNA. Os produtos dos protooncogenes jun e fos (AP-1) 

formam heterodímeros que se ligam ao DNA em uma região promotora de genes e 

interferem no ciclo da divisão celular (24). O mRNA dos receptores de IGF-1 não é 

dependente dos estágios do ciclo menstrual (1). 

 

4.3. Transdução do sinal do IGF-I 

O processo inicia com a autofosforilação do receptor do IGF-1R e fosforilação 

de Shc, Grab2, Grab10 (79, 90). O IGF-1 se liga na subunidade β que permite a 

ligação do ATP no resíduo de lisina 1030. Com o ATP ligado, o domínio quinase 

sofre uma rotação ao longo do seu eixo principal e em direção ao domínio carboxi-

terminal da subunidade β. Ocorre então a fosforilação nos três domínios de tirosina 

específicos na subunidade β. Estes domínios causam a fosforilação dos sítios ativos 

da outra subunidade β, num modelo chamado transforilação (91). Estas moléculas 

interagem com a transdução de sinal através da cascata de eventos, resultando na 

ativação da MAPK (mitogen-activated protein-kinase) e PI3K (fosfatidilinositol 3-

kinase). A MAP quinase é uma serina-treonina quinase que transmite o sinal de IGF-

1, ao núcleo onde regula a expressão gênica de proteínas envolvidas no ciclo e 

proliferação celular (92). A ativação da MAP quinase é considerada ponto crítico 

para a proliferação, embora o PI3K seja também importante para mediar os sinais 
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metabólicos e anti-apoptóticos do IGF-1. A PI3K é uma enzima heterodimérica, 

composta de uma unidade regulatória (p85) e de uma subunidade catalítica (p110). 

Esta enzima liga fosfoinositídeos da membrana, catalizando sua fosforilação. Isto 

gera vários mediadores que estão envolvidos com a captação da glicose e síntese 

de glicogênio, lipídios, e proteínas, bem como a modulação gênica (93). Contudo, a 

MAP quinase fosforila os fatores de transcrição e induz à transcrição imediata dos 

genes precoces (protooncogenes) como c-fos e c-jun (92). 

 

4.4. Mecanismos de interação entre os esteróides e fatores de crescimento 

O 17β-estradiol (E2) estimula a participação do receptor do fator de 

crescimento epidermal (EGF), mas bloqueia a proteína p53 nas células dos miomas. 

Contudo, a progesterona aumenta o EGF, a proteína bcl-2 e inibe o fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF-1). Sabe-se que o EGF e o IGF-1 atuam 

como fatores locais, estimulando o crescimento dos miomas. Estas evidências 

sugerem que a progesterona pode ter uma ação dupla, ou seja, uma ação 

estimulatória e outra inibitória no crescimento e na sobrevivência das células dos 

miomas, dependendo das condições locais do fator de crescimento ao redor de cada 

tumor (42), isto é, o efeito destes esteróides no crescimento tumoral é mediado pela 

produção local de fatores de crescimento que exercem efeitos autócrinos e 

parácrinos nas células ao seu redor (2) (figura 4). 
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Figura 4- Interação das rotas de transdução de sinal de hormônios esteróides e 

fatores de crescimento. 

 

5. PROTOONCOGENES 

Os protooncogenes são genes celulares normais conhecidos como genes 

regulatórios precoces, cuja ativação ocorre em alguns minutos até uma hora após o 

estímulo. Os protooncogenes desempenham um papel importante na coordenação 

de eventos que levam à proliferação e diferenciação das células normais. Em 

resposta a fatores promotores de crescimento como, os fatores de crescimento 

polipeptídicos e hormônios esteróides, a expressão de protooncogenes nucleares 

são alterados rapidamente de maneira coordenada Esta classe de protooncogenes 
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apresenta uma grande variedade como, por exemplo, c-myc, c-fos, c-jun, c-myb 

entre outros (72). 

 

5.1. c-myc 

O protooncogene c-myc é homólogo celular normal do oncogene retroviral v-

myc, identificado pela primeira vez na mielocitomatose aviária, o responsável pela 

leucemia em galinhas (94, 95). Este gene está localizado no cromossoma 8q24 em 

humanos, é organizado em três exons e apresenta dois promotores P1 e P2 (96). O 

gene c-myc é expresso durante a proliferação em uma grande variedade de tecidos 

adultos e em todos estágios de desenvolvimento embrionário. A proteína codificada 

por c-myc é expressa em quase todos os tipos celulares com um alto potencial de 

proliferação (97). Dentre as funções propostas para c-myc estão a promoção da 

replicação do DNA, a regulação das fases GO/G1 do ciclo celular, o controle da 

diferenciação e da morte celular (94, 95). Pertence a uma família de genes composta 

por sete membros, myc, mycn, mycl, pmyc, smyc e bmyc (95, 96). Dos genes desta 

família, c-myc é o mais estudado e pode ser regulado por hormônios esteróides, 

fatores de crescimento e diversos outros fatores (97). 

A proteína MYC desempenha um importante papel nas vias do sinal de 

transdução promovendo a formação de células de proliferação e apoptose (98). As 

mudanças na expressão de c-myc podem ser encontradas em diversas neoplasias 

humanas. e produzidas por amplificação gênica (99, 100), translocação 

cromossomal (101)e outros eventos genéticos. 
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5.2. c-fos 

O gene fos foi detectado a partir do oncogene v-fos do vírus osteosarcoma 

murino Finkel-Biskis-Jinkins (FBJ-MSV) (102) em 1982. Pouco tempo depois seu 

gene homólogo c-fos foi descrito e localizado no cromossomo 12q24.3-31. O 

protooncogene c-fos codifica uma fosfoproteína que juntamente com a fosfoproteína 

codificada por c-jun forma o complexo AP-1 (103, 104). Este complexo é um fator 

transcricional envolvido no crescimento celular, diferenciação e desenvolvimento, 

com sua atividade modulada por fatores de crescimento, citocinas, oncogenes e 

promotores tumorais ativando a proteína quinase C (103). 

O gene c-fos possui quatro exons, codifica 380 aminoácidos e a proteína Fos 

possui um peso molecular que pode variar de 55 a 62 kDa. A expressão de c-fos é 

mais transitória do que a expressão de c-jun, devido à instabilidade na transcrição e 

na seqüência do segmento da proteína codificada (104). Contudo, a proteína c-Fos 

possui regiões periódicas de repetições de resíduos de leucina a cada sete 

aminoácidos (zíper de leucina). Essas estruturas encontradas nos fatores de 

transcrição são necessárias para a formação de heterodímeros juntamente com os 

produtos de outro oncogene nuclear jun (105) e são responsáveis pela 

especificidade e estabilidade da formação homo-heterodimerização pelas proteínas 

Jun e Fos (106). 
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5.3. c-jun 

O protooncogene c-jun foi descoberto por Maki Y. et al. em 1987 (107). É 

homólogo celular normal do oncogene v-jun de sarcoma, vírus 17 de aves e está 

localizado no cromossomo 1p32-31 (104). A expressão deste protooncogene 

também é alterada em resposta a fatores promotores do crescimento celular como 

os hormônios esteróides (72). A abundância e atividade de c-jun são moduladas 

quando as células são expostas a estímulos extracelulares. A família Jun contém 

ainda os genes JunB e JunD (108). 

A proteína Jun possui um peso molecular de 38kDa e o gene c-jun codifica 

também uma fosfoproteína que pode formar homodímeros ou heterodímeros 

Jun/Fos, formando o complexo AP-1 que tem como finalidade ativar outros genes 

envolvidos na proliferação celular (72, 106). Portanto, na forma heterodímero 

Fos/Jun, Fos não só contribui no processo de ligação ao DNA como também 

colabora na ativação da transcrição celular. O complexo AP-1 exerce um papel de 

extrema importância no controle da transição de GO/G1/S do ciclo celular (109). 

Assim, o dímero Fos/Jun exemplifica a intrincada regulação da resposta precoce dos 

genes aos estímulos externos (105) Nas células normais, a correlação entre estágios 

iniciais de proliferação e a expressão de fos, jun e myc sugere que estes 

protooncogenes funcionam como mediadores de vias bioquímicas reguladoras da 

proliferação e que suas respectivas formas oncogênicas podem atuar através da 

alteração dos mecanismos de controle do crescimento normal (110). 
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5.3.1. Expressão de c-myc, c-fos e c-jun 

A expressão de c-myc, c-fos e c-jun tem sido analisada em diversos modelos 

experimentais. Estes genes são examinados em várias linhagens de células 

humanas responsivas ao hormônio esteróides sexuais. 

Em células de mama humana normal, o estradiol aumenta a expressão de c-

myc de forma bifásica (111). Considerando que o estrogênio, sob influência de 

progesterona, regula o crescimento do tecido uterino humano é possível dizer que 

este hormônio também induz mRNA de c-myc. O tratamento com estradiol aumentou 

a expressão do mRNA de c-myc em mioma e miométrio quando comparado aos 

tecidos controles mas não aumentou a expressão do mRNA de c-myc no endométrio 

(112). 

Em células de câncer de mama humanas MCF-7, a expressão de c-fos é 

induzível apenas por 17β-estradiol (E2) (113) ou através de vários fatores de 

crescimento peptídeo (114). Tanto o quanto o tamoxifeno (agente anti-estrogênio) 

aumentam a expressão do mRNA de c-fos no crescimento de células em EnCa101 e 

EnCa-X em ratos. O E2 também induz a expressão do mRNA de c-jun nestas células 

(115). Em endométrio e miométrio de ratos, o estrogênio é um mitógeno (116) e 

induz os mRNAs de c-fos e c-jun (117, 118). 

O E2 possui efeitos opostos na expressão de c-jun em epitélio endometrial e 

miométrio de ratos, induzindo c-jun em miométrio, mas por outro lado, diminuindo a 

expressão de mRNA em epitélio luminal. Não há nenhum estudo mostrando como as 

mudanças fisiológicas de hormônios esteróides sexuais afetam as expressões de c-

jun e c-fos em tecidos uterinos humanos. Em miométrio de ratos, o estrogênio 
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estimula ambas as expressões de c-jun e c-fos, e a progesterona atenua o mRNA de 

c-fos induzido por estrogênio (119, 120). Portanto, acredita-se que a expressão 

irregular de protooncogenes em amostras de tecido de miométrio humano pode ser 

devido às proporções variáveis e ao delicado equilíbrio entre estimulação e inibição 

de fatores em cada indivíduo. 

Considerando a associação de c-fos e c-jun com a proliferação da célula, a 

fraca expressão destes protooncogenes em miométrio é coerente com a baixa 

atividade mitótica neste tecido. Estas evidências demonstram ser muito difícil avaliar 

o papel independente do estrogênio ou da progesterona na expressão dos 

protooncogenes no miométrio (121) A função e a regulação hormonal de c-fos e c-

jun em miométrio humano não estão claras e os reguladores parácrinos e/ou 

autócrinos da expressão de c-jun e c-fos no endométrio e em miométrio podem ser 

diferentes (122). 

Os protooncogenes c-fos e c-jun são igualmente expressos no endométrio 

proliferativo e secretor, assim como durante a gestação. A expressão de c-fos e c-

jun ser quase indetectável, fortalece a hipótese de que o estrogênio induz a 

transcrição dos genes c-fos e c-jun diretamente via seu próprio receptor, já que 

receptores de estrogênio estão presentes na fase proliferativa e secretora do 

endométrio, mas diminuídos no endométrio de grávidas (123, 124). O fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF-1) é capaz de ativar a transformação de c-

jun e c-fos em várias células in vitro (103, 125-127). Além disso, o fator de 

transcrição c-jun é um alvo nuclear em resíduos de tirosina induzida por IGF-1, o que 
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se considera uma parte do sinal da transdução mitogênica das células (122, 128, 

129). 

 



 

6. OBJETIVOS 

Comparar a expressão gênica (mRNA) dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-

jun em miométrio e mioma humanos. 

Comparar a expressão protéica dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun em 

miométrio e mioma humanos. 
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RESUMO 

Miomas uterinos são tumores comumente benignos do trato genital feminino. 

A expressão dos elementos (entre eles os protooncogenes c-myc, c-fos e c-jun) que 

compõem a cascata de transdução do sinal de fatores de crescimento parece estar 

envolvida no seu desenvolvimento. Objetivo: comparar a expressão gênica (mRNA) 

e protéica dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun em miométrio e mioma humano. 

Material e Método: foi realizado um estudo do tipo caso-controle. O material foi 

coletado de 12 pacientes submetidas à histerectomia no Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre. A expressão do mRNA específico para c-myc, c-fos, c-jun e β-

microglobulina foi avaliada pela técnica de RT-PCR, utilizando primers específicos 

para cada gene. A expressão protéica destes protooncogenes foi avaliada através 

de western blot com anticorpos específicos. Resultados: não houve diferença 

estatisticamente significativa na expressão gênica destes proto-oncogenes entre 

miométrio normal e mioma (c-myc 0,87 ± 0,08 X 0,87 ± 0,08, p = 0,952; c-fos 1,10 ± 

0,17 X 1,01 ± 0,11, p = 0,21; e c-jun 1,03 ± 0,12 0,96 ± 0,09, p = 0,168, 

respectivamente). Não houve diferença estatisticamente significativa na expressão 

protéica destes protooncogenes entre miométrio normal e mioma (c-Myc 1,36 ± 0,48 

X 1,53 ± 0,29, p = 0,569; c-Fos 8,85 ± 5,5 X 6,56 ± 4,22, p = 0,434; e c-Jun 6,47 ± 

3,04 X 5,42 ± 2,03, p = 0,266, respectivamente). Conclusão: a expressão gênica 

(transcrição) e a expressão protêica (tradução) dos protooncogenes c-myc, c-fos e c-

jun não são diferentes entre mioma e miométrio normal. 

Palavras-chave: miométrio, mioma, hormônios esteróides, fatores de crescimento, 

protooncogenes, c-myc, c-fos, c-jun. 
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ABSTRACT 

Uterine myomas are common benign tumors of the female genital tract. The 

expression of growth factors signal transduction cascade components, among them 

the protooncogenes c-myc, c-fos and c-jun, seems to be involved in the development 

of myomas. Objective: to compare the gene (mRNA) and protein expression of the 

protooncogenes c-fos, c-myc and c-jun in human myometrium and leiomyoma. 

Material and Methods: a case-control study was performed. Samples were collected 

from 12 patients submitted to hysterectomy at the Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre. The expression of the specific mRNA for c-myc, c-fos, c-jun and β-

microglobulin was assessed through the RT-PCR technique, using specific primers to 

each gene. The protein expression of those protooncogenes was evaluated through 

western blot with specific antibodies. Results: there was no statistically significant 

difference in the gene expression of these protooncogenes between normal 

myometrium and leiomyoma (c-myc 0.87 ± 0.08 X 0.87 ± 0.08, p = 0.952; c-fos 1.10 

± 0.17 X 1.01 ± 0.11, p = 0.21; e c-jun 1.03 ± 0.12 0.96 ± 0.09, p = 0.168, 

respectively). There was no statiscally significant difference in the protein expression 

of these protooncogenes between normal myometrium and leiomyoma (c-Myc 1.36 ± 

0.48 X 1.53 ± 0.29, p = 0.569; c-Fos 8.85 ± 5.5 X 6.56 ± 4.22, p = 0.434; e c-Jun 6.47 

± 3.04 X 5.42 ± 2.03, p = 0.266, respectively). Conclusion: there are no differences 

in the gene expression (transcription), neither in the protein expression (translation) 

of the protooncogenes c-myc, c-fos, and c-jun between leiomyoma and myometrium. 

Key-words: myometrium, leiomyoma, steroid hormones, growth factors, 

protooncogenes, c-myc, c-fos, c-jun. 
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INTRODUÇÃO 

Os miomas ou leiomiomas são os tumores mais comuns do trato genital 

feminino e acometem 20 a 40 % das mulheres em idade reprodutiva (1). São 

comumente benignos, no entanto, podem causar distúrbios hemorrágicos, dor 

pélvica e não raramente abortamento recorrente e infertilidade (2, 3). O único 

tratamento curativo disponível é a cirurgia, seja histerectomia ou enucleação dos 

miomas. É sabido que o ambiente endócrino é o maior determinante do crescimento 

dos miomas, uma vez que seu crescimento pára ou eles até mesmo diminuem de 

tamanho após a menopausa (2). O fato dos miomas aparecerem durante o tempo de 

vida reprodutiva, aumentarem durante a gestação e regredirem após a menopausa 

sugere que eles dependem dos hormônios ovarianos (4-8).  

Há crescentes evidências de que insulina, fatores de crescimento (IGF-1, 

EGF, VEGF) e seus receptores e elementos da cadeia de transdução do sinal 

estejam envolvidos na transformação tumoral de tecidos dependentes de hormônios 

peptídicos (mama e trato gastrointestinal) e de tecidos não dependentes de 

hormônio (cérebro, medula, rins) (9-12). A cascata de transdução de sinal destes 

hormônios peptítidos envolve quinases (que fosforilam resíduos de tirosina, serina e 

treonina), fosfatases e protooncogenes. 

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 à proliferação e diferenciação em células normais. Em resposta a 
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fatores de crescimento e hormônios esteróides, a expressão de protooncogenes 

(como fos, myc e jun) é alterada rapidamente e de maneira coordenada (13). 

A fim de possibilitar novas estratégias terapêuticas para os miomas, torna-se 

essencial um maior conhecimento dos mecanismos envolvidos na regulação do seu 

crescimento. O objetivo deste trabalho foi identificar e comparar a expressão dos 

protooncogenes, c-fos, c-myc e c-jun em miométrio e mioma humanos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Delineamento do estudo 

Foi realizado estudo do tipo caso-controle. 

 

População e amostra 

Participaram deste estudo 12 mulheres que foram a histerectomia por 

indicações não relacionadas com esta pesquisa no Serviço de Ginecologia do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, sem influência deste protocolo de pesquisa. 

Foram excluídas pacientes que utilizavam medicação hormonal ou que tinham 

diabetes mellitus. As pacientes foram informadas e autorizaram a utilização de parte 

do material para estudo da expressão dos protooncogenes c-fos, c-myc e c-jun. O 

material obtido foi imediatamente congelado 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. 
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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. 

 

Extração do RNA e Síntese do cDNA 

Para extração de RNA e a síntese de cDNA, a amostras de miométrio e 

mioma foram homogeneizadas em fenol-isotiocianato de guanidina (Trizol, Gibco 

BRL, Gaithersburg, MD). O RNA total foi extraído com clorofórmio e precipitados 

com isopropanol por centrifugação a 12.000 g a 4ºC. O pellet do RNA foi lavado 

duas vezes com etanol e ressuspendido em água tratada com dietilpirocarbonato e 

quantificado 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-amplificação 

SuperScript (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). 

 

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

RT-PCR foi realizada em um volume final de 50 μL. Dois μL da primeira 

reação de síntese da fita (com aproximadamente 4 ng de cDNA) foi desnaturado a 

94ºC por 1 min em presença de 20 mM Tris-HCl pH 8.4 , 50 mM KCl e 1,5 mM 

MgCl2. Depois do aquecimento inicial, adicionou-se 1,25 U de Taq DNA polimerase 

a mesma solução tampão Tris-HCl , 1,5 mM MgCl2, 0,4 μM de primers sense e 

antisense e 0,2 mM dNTP mix. A seqüência dos primers e o tamanho do fragmento 

de cDNA estão listados na tabela 1 e as condições da PCR dos diferentes genes 

estudados estão na Tabela 2. 



 

 

52

O número de ciclos foi adaptado para cada primer. Todos os reagentes foram 

provenientes da empresa Gibco BRL (SuperScript Preamplification System for First 

Strand cDNA Synthesis). Uma amostra da mistura da PCR (15 μL) foi separada por 

eletroforese em um gel de 1,5 % agarose com brometo de etídio e visualizada sob 

luz ultravioleta. As bandas foram quantificadas por análise densitométrica utilizando-

se um sistema processador de imagem (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech, 

Uppsala, Sweden). 

 

Western blots 

Aproximadamente 0,5 g de tecido foi homogeneizado individualmente em um 

ultra-turrax por 30 s em velocidade 3, a 4°C na presença de 500 μl de uma solução 

tampão contendo 50 mM HEPES, pH 7,5, 1 mM fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), 

100 mM fluoreto de sódio (NaF), 10 mM de pirofosfato decahidrato de sódio 

(Na4P2O7) e 2 mM de vanadato de sódio (NaVO4), 0,1 % Triton X-100. O material foi 

solubilizando por 16 h e após foi centrifugado durante 30 minutos, a 4°C em uma 

velocidade de 12000 x g. Foi realizada dosagem de proteínas no sobrenadante 

através do método de Bradford (14). 50 μg de proteína total de cada amostra foi 

desnaturada em solução de Laemmli (30 % glicerol, 10 % SDS; 62,5 mM TRIS, 750 

mg ditiotreitol e 0,001 % azul de bromofenol) a 95°C por 10 minutos. As proteínas 

foram separadas em SDS-PAGE 12%. 

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose. As membranas de nitrocelulose (NC) foram incubadas durante uma 
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hora em solução bloqueadora contendo: 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris, 

0,05% Triton X-100, pH 7,4 (NET), 5 % leite em pó desnatado. Após bloqueio dos 

sítios inespecíficos, as membranas foram incubadas por 16 h, sob agitação 

constante a 4°C, com o anticorpos específicos anti-fos, anti-myc e anti-jun (Upstate 

Biotechnology) suspensos em NET. Após as membranas foram lavadas com NET e 

2 % leite desnatado (5 vezes 10 minutos). Logo após as membranas foram 

incubadas 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 uma hora e lavadas 

novamente com NET e leite (5 vezes 10 minutos). Após a incubação com solução 

para quimioluminescência, as membranas foram colocadas em contato com o filme 

fotográfico (Kodak X-Omat) por aproximadamente um minuto. Após a revelação 

seguiram-se a visualização e a análise de resultados. Como normalizador para a 

quantificação utilizou-se a coloração de Ponceau. A densidade óptica das bandas 

obtidas por foi medida através de um sistema de processamento de imagem (Image-

Master VDS Pharmacia Biotech). 

 

Análise estatística 

Os níveis de mRNA para c-myc, c-fos e c-jun foram comparados utilizando o 

teste t de Student após normalização pela expressão do mRNA para a proteína 

constitutiva β-microglobulina. A expressão protéica de c-Myc, c-Fos e c-Jun foi 

comparada, utilizando o teste t de Student após a normalização, através da 

coloração de Ponceau. O poder da amostra foi calculado para uma diferença de pelo 

menos 20 % do valor mais alto entre as médias das amostras. Para comparar a 
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expressão de mRNA para c-myc, c-fos e c-jun o poder da amostra foi > 90 %. Para 

comparar a expressão protéica de c-Myc (n = 12), c-Fos (n = 8) e c-Jun (n = 4) entre 

mioma e miométrio o poder da amostra foi 43%, 10% e 9,4%, respectivamente. 

 

RESULTADOS 

Figuras 1, 2 e 3 mostram a expressão gênica dos proto-oncogenes c-myc, c-

fos e c-jun, respectivamente. Não houve diferença estatisticamente significativa na 

expressão gênica destes proto-oncogenes entre miométrio normal e mioma (c-myc 

0,87 ± 0,08 X 0,87 ± 0,08, p = 0,952; c-fos 1,10 ± 0,17 X 1,01 ± 0,11, p = 0,21; e c-

jun 1,03 ± 0,12 X 0,96 ± 0,09, p = 0,168, respectivamente). 

Figuras 4, 5 e 6 mostram a expressão protéica através de western blot dos 

proto-oncogenes c-Myc, c-Fos e c-Jun, respectivamente. Não houve diferença 

estatisticamente significativa na expressão protéica destes proto-oncogenes entre 

miométrio normal e mioma (c- Myc 1,36 ± 0,48 X 1,53 ± 0,29, p = 0,569; c-Fos 8,85 ± 

5,5 X 6,56 ± 4,22, p = 0,434; e c-Jun 6,47 ± 3,04 X 5,42 ± 2,03, p = 0,266, 

respectivamente). 

 

DISCUSSÃO 

Os miomas uterinos são a indicação mais freqüente para histerectomia nos 

Estados Unidos (aproximadamente 290000/ano) (15). Sua etiologia ainda não é 

conhecida, mas tem sido associada a fatores de risco como idade (mulheres pré-

menopáusicas), fatores étnicos (mulheres de raça negra possuem freqüência três 
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vezes maior do que mulheres de raça branca) (1), obesidade, gravidez tardia e 

nuliparidade (16). 

As células do miométrio possuem alta capacidade de divisão e crescimento 

celular (17). A modulação e o crescimento celular dos miomas ocorre através da 

interação entre hormônios esteróides sexuais e fatores de crescimento (18). O 

estrogênio é considerado responsável pela proliferação destas células. Exerce seus 

efeitos fisiológicos nas células-alvo, através de ligações com receptores nucleares 

específicos (19). O estrogênio tem efeito mitótico nas células do miométrio e sua 

ação parece ser mediada por fatores de crescimento (20, 21). A participação da 

progesterona também parece ser importante na formação deste tumor benigno 

através da estimulação de atividade mitótica e proliferação celular (22, 23). 

Recentemente foi observado que fármacos que antagonizam a ação dos 

progestágenos nos seus receptores (mifepristona) diminuem o volume dos miomas 

(24). 

A expressão e a atividade dos receptores de IGF-1 e de insulina em mioma e 

miométrio humano foi demonstrada em estudos recentes (25, 26). O IGF-1, entre 

outros fatores de crescimento, é um hormônio peptídico essencial para regulação do 

metabolismo, crescimento e diferenciação celular (27). Os protooncogenes exercem 

um papel importante na transdução do sinal. 

Este estudo teve como objetivo identificar genes envolvidos nos mecanismos 

moleculares do desenvolvimento de miomas uterinos. Foram selecionados os 

protooncogenes c-myc, c-fos, c-jun. Não houve diferença na expressão de mRNA e 

protéica para estes protooncogenes entre mioma e miométrio normal. 
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Níveis elevados de c-myc foram descritos em tumores de mama, cólon e 

pulmão, e estão associados a mal prognóstico (28). Contudo, de forma semelhante 

aos nossos resultados, a expressão de mRNA para c-myc em fibroadenomas de 

mama, tumores benignos como os miomas, é semelhante à expressão em tecido 

mamário normal (29). 

O gene c-fos não é necessário para a promoção de tumor, mas parece ter um 

papel essencial na progressão de tumor benigno para maligno. É possível que os 

níveis de c-fos sendo semelhantes entre mioma e miométrio, como encontrado em 

nosso estudo, ou diminuídos em miomas em relação ao miométrio, conforme 

publicação de Lessl e cols., possam explicar a baixa freqüência de malignização 

neste tipo de tecido (30, 31). 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 maligno (32, 33). 

Não encontramos diferença na expressão de c-jun comparando mioma e 

miométrio. O miométrio normal pode apresentar uma elevação transitória do c-jun 

durante o início de trabalho de parto (34). 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 outros tumores (adenomas de 

glândula salivar e adenocarcinoma de cólon) a expressão protéica destes 

protooncogenes também não está alterada (35, 36). 

 

CONCLUSÃO 



 

 

57

A expressão gênica (transcrição) e a expressão protéica (tradução) dos 

protooncogenes c-myc, c-fos e c-jun não são diferentes entre mioma e miométrio 

normal. É possível que outros protooncogenes estejam envolvidos no surgimento e 

crescimento destes tumores (Ha-ras, erb-A e src). Outros estudos com o objetivo de 

identificar potenciais mediadores da proliferação e regulação do crescimento celular, 

bem como esclarecer a interação entre hormônios esteróides, peptídicos e 

protooncogens deverão ser realizados. 
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Tabela 1 - Características dos primers sintetizados para a amplificação de 

fragmentos específicos de cDNA. 

Gene Seqüência sintetizada Fragmento Ref. 
c-myc    
Sense 5’CAAGAGGCGAACACACAACGTCT 3’ 218 pb (37) 
Antisense 5’AACTGTTCTCGTCGTTTCCGCAA3’   
    
c-fos    
Sense 5’AGCTCTGCTTCACAGCGC 3’ 442 pb (38) 
Antisense 5’GGCCTCCTGTCATGGTCTT 3’   
    
c-jun    
Sense 5’GGAAACGACCTTCTATGACGATGCCCTCAA 3’ 315 pb (38) 
Antisense 5’GAACCCCTCCTGCTCATCTGTCACGTTCTT 3’   
    
β2m    
sense 5’ATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAG 3’ 623 pb (37) 
antisense 5’AAATTGAAAGTTAACTTATGCACGC 3’   
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Tabela 2 - Programação adotada para os ciclos de PCR 

Gene Desnaturação Anelamento Extensão Ciclos Extensão 
Final 

Ref. 

           
c-myc 94ºC 1min 55ºC 1min 72ºC 1min 30 72ºC 5min (37) 
           
c-fos 94ºC 30s 54ºC 45s 72ºC 90s 30 72ºC 5min (38) 
           
c-jun 94ºC 90s 58ºC 2min 72ºC 3min 35 72ºC 9min (38) 
           
β2m 94ºC 1min 55ºC 1min 72ºC 1min 30 72ºC 5min (37) 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Legendas das figuras 

Figura 1 – Gel de agarose e densitometria das bandas representativos de um total 

de 12 produtos de RT-PCR. Fragmento de 218 bp correspondendo ao 

protooncogene c-myc e fragmento de 623 bp a β2-microglobulina. Miométrio (N) e 

mioma (T). 

 

Figura 2 – Gel de agarose e densitometria das bandas representativos de um total 

de 12 produtos de RT-PCR. Fragmento de 442 bp correspondendo ao 

protooncogene c-fos e fragmento de 623 bp correspondendo a β2-microglobulina. 

Miométrio (N) e mioma (T). 

 

Figura 3 – Gel de agarose e densitometria das bandas representativos de um total 

de 12 produtos de RT-PCR. Fragmento de 315 bp correspondendo ao 

protooncogene c-jun e fragmento de 623 bp correspondendo a β2-microglobulina. 

Miométrio (N) e mioma (T). 

 

Figura 4 – Western blot e densitometria das bandas representativos de um total de 

12 amostras utilizando anticorpo específico para c-Myc. Foram utilizadas 

quantidades iguais de proteinas (50 μg) de cada amostra. Miométrio (N) e mioma 

(T). 

 

Figura 5 – Western blot e densitometria das bandas representativos de um total de 8 

amostras utilizando anticorpo específico para c-Fos. Foram utilizadas quantidades 

iguais de proteinas (50 μg) de cada amostra. Miométrio (N) e mioma (T). 

 

Figura 6 – Western blot e densitometria das bandas representativos de um total de 4 

amostras utilizando anticorpo específico para c-Jun. Foram utilizadas quantidades 

iguais de proteinas (50 μg) de cada amostra. Miométrio (N) e mioma (T). 
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ABSTRACT 

Uterine myomas are common benign tumors of the female genital tract. The 

expression of growth factors signal transduction cascade components, among them 

the protooncogenes c-myc, c-fos and c-jun, seems to be involved in the development 

of myomas. Objective: to compare the gene (mRNA) and protein expression of the 

protooncogenes c-fos, c-myc and c-jun in human myometrium and leiomyoma. 

Material and Methods: a case-control study was performed. Samples were collected 

from 12 patients submitted to hysterectomy at the Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre. The expression of the specific mRNA for c-myc, c-fos, c-jun and β-

microglobulin was assessed through the RT-PCR technique, using specific primers to 

each gene. The protein expression of those protooncogenes was evaluated through 

western blot with specific antibodies. Results: there was no statistically significant 

difference in the gene expression of these protooncogenes between normal 

myometrium and leiomyoma (c-myc 0.87 ± 0.08 X 0.87 ± 0.08, p = 0.952; c-fos 1.10 

± 0.17 X 1.01 ± 0.11, p = 0.21; e c-jun 1.03 ± 0.12 0.96 ± 0.09, p = 0.168, 

respectively). There was no statiscally significant difference in the protein expression 

of these protooncogenes between normal myometrium and leiomyoma (c-Myc 1.36 ± 

0.48 X 1.53 ± 0.29, p = 0.569; c-Fos 8.85 ± 5.5 X 6.56 ± 4.22, p = 0.434; e c-Jun 6.47 

± 3.04 X 5.42 ± 2.03, p = 0.266, respectively). Conclusion: there are no differences 

in the gene expression (transcription), neither in the protein expression (translation) 

of the protooncogenes c-myc, c-fos, and c-jun between leiomyoma and myometrium. 

Key-words: myometrium, leiomyoma, steroid hormones, growth factors, 

protooncogenes, c-myc, c-fos, c-jun. 
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INTRODUCTION 

Myomas or leiomyomas are common tumors of the female genital tract and 

affect 20 a 40 % of women in reproductive age (1). They are generally benign, 

however, they may cause hemorrhagic disturbances, pelvic pain and not seldom 

recurrent abortion and infertility (2, 3). The only healing treatment available is 

surgery, either by hysterectomy or by leiomyoma enucleation. It is known that the 

endocrine environment is the main factor of the leiomyoma growth, since its growth 

stops or even has its size reduced after the menopause (2). The fact that the 

leiomyomas appear during the reproductive years, grow during gestation and 

diminish after the menopause suggests that they depend on the ovarian hormones 

(4-8). 

There are growing evidences that insulin, growth factors (IGF-1, EGF, VEGF) 

and their receptors and elements of the signal transduction cascade are involved in 

the tumoral transformation of the peptide hormone depending tissues (breast and 

gastrointestinal tract) and of hormone non-depending tissues (brain, marrow, 

kidneys) (9-12). The signal transduction cascade of these hormones involves kinases 

(which phosphorilate residues of tyrosine, serine and treonine), phosphatases and 

protooncogenes. 

Protooncogenes are normal cellular genes, known as early regulatory genes, 

whose activation occurs within few minutes to one hour after the stimulation. The 

protooncogenes have an important role in the coordination of the events that lead to 

the proliferation and differentiation in normal cells. As a response to growth factors 
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and steroid hormones, the expression of the protooncogenes (like fos, myc and jun) 

is rapidly and coordinatedly altered (13). 

In order to develop new therapeutic approaches to the leiomyomas, it 

becomes essential a greater knowledge of the mechanisms involved in their growth 

regulation. The objective of this study was to identify and to compare the expression 

of the protooncogenes, c-fos, c-myc and c-jun in human myometrium and leiomyoma. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Study design 

A case-control study was performed. 

 

Patients 

Samples were obtained from 12 patients at the time of hysterectomy indicated 

by their doctors in the Serviço de Ginecologia e Obstetrícia of Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre, independently of this study. The patients were not taking any hormonal 

medication or oral contraceptives, and did not have diabetes. Leiomyomas smaller 

than 1 cm or larger than 5 cm in diameter were not used. This size of leiomyomas 

was selected to avoid contamination by myometrium and minimize the chance of 

tissue necrosis and degeneration. The patients were informed and have authorized 

the use of part of the material for the study of the expression of the protooncogenes 

c-fos, c-myc and c-jun. The material obtained was immediately frozen in liquid 
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nitrogen and stored at -80 ºC until preparation using effective techniques in the study 

of the expression activity of the protooncogenes c-fos, c-myc and c-jun. 

This study was approved by the Ethics Committee of Grupo de Pesquisa e 

Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul. 

 

RNA Extraction and cDNA Synthesis 

In order to perform the RNA extraction and the synthesis of cDNA, the 

myometrium and leiomyoma samples were homogenized in guanidine- 

phenolisothiocyanate (Trizol, Gibco BRL, Gaithersburg, MD). The total RNA was 

extracted with chloroform and precipitated with isopropanol by centrifugation at 

12.000 g at 4ºC. The RNA pellet was rinsed twice with ethanol and resuspended in 

water treated with diethylpyrocarbonate and quantified by spectrophotometry at 260 

nm. The first strand cDNA was synthesized from 2 μg of the total RNA, using the 

SuperScript Pre-amplifying System (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). 

 

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

RT-PCR was carried out in a final volume of 50 μL. Two μL of the first strand 

synthesis reaction (with an cDNA yield of approximately 4 ng) were denatured at 

94ºC for 1 min in the presence of 20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl and 1.5 mM 

MgCl2. After the initial heating, 1.25 U of Taq DNA polimerase was added together 
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with the same Tris-HCL buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.4 μM sense and antisense primers 

and 0.2 mM dNTP mix. The primers sequence and cDNA fragment size are listed in 

Table 1 and the PCR conditions of the different genes studied are listed in Table 2. 

The number of cycles was adjusted to each primer. All reagents were from 

Gibco BRL (SuperScript Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis). A 

sample of the PCR mixture (15 μL) was separated by electrophoresis on a 1.5 % 

agarose gel stained with ethidium bromide and visualized under UV light. The bands 

were quantified by densitometric analysis using an image-processing system 

(ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).  

 

Western blots 

Approximately 0.5 g of tissue was individually homogenized by an ultra-turrax 

for 30 s at speed 3, at 4ºC in the presence of 500 μl of a buffer solution containing 50 

mM HEPES, pH 7.5, 1 mM phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF), 100 mM sodium 

fluoride (NaF), 10 mM de sodium pyrophosphate decahydrate (Na4P2O7) e 2 mM 

sodium vanadate (NaVO4), 0.1 % Triton X-100. Samples were shaked overnight at 

4°C and the they were centrifuged at 12,000 X g for 30 min at 4°C. Protein dosage of 

the supernatant was performed through the Bradford method (14). 50 μg of total 

protein from each sample were denatured in Laemmli solution (30% glicerol, 10% 

SDS, 62.5 mM TRIS, 750 mg dithiothreitol and 0.001% bromophenol blue) at 95oC 

for 10 minutes. The proteins were separated in SDS-PAGE 12 %. 
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After the electrophoresis, the proteins were transferred to nitrocellulose 

membranes. The nitrocellulose membranes (NC) were incubated for one hour in 

block solution containing 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris, 0.05% Triton X-

100, pH 7.4 (NET), 5% non-fat dry milk. After blocking, the membranes were 

incubated for 16 h, under constant agitation at 4oC, with the specific antibodies anti-

fos, anti-myc and anti-jun (Upstate Biotechnology) suspended in NET. The 

membranes were then rinsed with NET and 2% skim milk (5 times 10 minutes). Right 

after the membranes were incubated with the 2nd antibody (c-fos with goat antimouse 

IgG conjugate; c-myc and c-jun with goat antirabbit IgG conjugate, Bio-Rad 

Laboratories) for one hour and then rinsed again with NET and non-fat dry milk (5 

times 10 minutes). The Ponceau stainning was used as a normalizer by means of 

quantification. The bands were detected by a Western blotting detection system 

(chemoluminescence reaction; ECL, Amersham) with film (Kodak X-Omat) exposure 

for 60 sec. The optical density (OD) of the bands obtained by chemoluminescence 

was measured by means of densitometric analysis with an image-processing system 

(ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech). 

Statistical analysis 

The mRNA levels to c-myc, c-fos and c-jun were compared using Student’s t-

test after normalization by the mRNA expression to the constitutive protein β-

microglobulin. The protein expression of c-myc, c-fos and c-jun was compared using 

the Student t-test. The sample power was calculated to a difference of at least a 20 

% between the means in each experiment. The sample power to the mRNA 

expression to c-myc, c-fos and c-jun was > 90 %. In order to compare the protein 
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expression c-Myc (n = 12), c-Fos (n = 8) and c-Jun (n = 4) between leiomyoma and 

myometrium the sample power was 43%, 10% and 9,4% respectively. 

 

RESULTS 

The figures 1, 2 and 3 show the gene expression of the protooncogenes c-

myc, c-fos and c-jun, respectively. There was no statiscally significant difference in 

the gene expression of those protooncogenes between normal myometrium and 

leiomyoma (c-myc 0.87 ± 0.08 X 0.87 ± 0.08, p = 0.952; c-fos 1.10 ± 0.17 X 1.01 ± 

0.11, p = 0.21; and c-jun 1.03 ± 0.12 X 0.96 ± 0.09, p = 0.168, respectively). 

The figures 4, 5 and 6 show the protein expression by western blot of the 

protooncogenes c-Myc, c-Fos and c-Jun, respectively. There was no statistically 

significant difference in the protein expression of those protooncogenes between 

normal myometrium and leiomyoma (c- Myc 1.36 ± 0.48 X 1.53 ± 0.29, p = 0.569; c-

Fos 8.85 ± 5.5 X 6.56 ± 4.22, p = 0.434; and c-Jun 6.47 ± 3.04 X 5.42 ± 2.03, p = 

0.266, respectively). 

 

DISCUSSION 

Uterine leiomyomas are the most frequent indication for hysterectomy in the 

United States (nearly 290.000/year) (15). Their etiology is not clear yet, but has been 

associated with risk factors such as age (pre-menopausal women), ethnic factors 

(African-Americans have a frequency three times higher than caucasian women) (1), 

obesity, late parity and nuliparity (16). 
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The myometrium cells have high capacity of division and cell growth (17). The 

modulation and cellular growth of leiomyomas take place through the interaction 

between sexual steroids hormones and growth factors (18). Estrogen is considered 

responsible for these cells proliferation. Its physiologic effects are exerted upon the 

target cells, through binding with specific nuclear receptors (19). Estrogen has a 

mitotic effect on the myometrium cells and its action seems to be mediated by growth 

factors (20, 21). The progesterone participation also seems to be important in the 

formation of this benign tumor through the stimulation of the mitotic activity and 

cellular proliferation (22, 23). It has recently been observed that drugs that 

antagonize progestagenic action in their receptors (ex. mifepristone) diminish the 

volume of leiomyomas (24). 

The expression and activity of IGF-1 receptors and insulin in human 

myometrium and leiomioma have been shown in recent studies (25, 26). The IGF-1, 

among other factors, is a peptide hormone essential to the regulation of the 

metabolism, growth and cellular differentiation (27). The protooncogenes exert an 

important role on the signal transduction. 

 

The aim of this study was to identify genes involved in the cellular 

mechanisms of the uterine leiomyomas. The protooncogenes c-myc, c-fos and c-jun 

were selected. There was no difference in the mRNA and protein expression to those 

protooncogenes between leiomyoma and normal myometrium. 

High levels of c-myc were described in breast, colon and lung tumors, and 

they are associated to poor prognosis (28). Nevertheless, in a similar way to our 



 

 

78

results, the mRNA expression to c-myc in breast fibroadenomas, benign tumors like 

leiomyomas, is similar to the expression in normal mammary tissue (29). 

The c-fos gene is not necessary to promote tumor, but seems to play an 

essential role in the tumor progression from benign to malignant. It is likely that the c-

fos levels, being similar between leiomyoma and myometrium, as found in our study, 

or diminished in leiomyomas in relation to myometrium, according to Lessl and cols., 

might explain the low malignant frequency in this tissue (30, 31). The malignant 

transformation of the leiomyomas is a rare event and the low expression of c-fos may 

take a part in this benign phenotype, hindering its progression into a malignant tumor 

(32, 33). 

There was no difference in the expression of c-jun, when comparing 

leiomyoma and myometrium. The normal myometrium may show a transitory 

elevation of c-jun during the beginning of the parturition (34). c-jun and c-fos are the 

products that interact, forming the AP-1 complex in the nucleus and start the cascade 

of events that takes cells to growth and proliferation. In other tumors (adenomes of 

salivary glands and colon adenocarcinoma), the protein expression of those 

protooncogenes is also not altered (35, 36). 

 

CONCLUSION 

The gene expression (transcription) and the protein expression (translation) of 

the protooncogenes c-myc, c-fos and c-jun are not different between leiomyoma and 

normal myometrium. It is likely that other protooncogenes are involved in the initiation 
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and development of those tumors (Ha-ras, erb-A e src). Further studies should be 

conducted to identify potential mediators of the proliferation and regulation of cellular 

growth, as well as to clarify the interaction between peptide, steroid hormones and 

protooncogenes. 
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Table 1 – Characteristics of synthesized primers to specific fragments of cDNA 

amplification. 

Gene Synthesized sequence Fragment Ref. 
c-myc    
Sense 5’CAAGAGGCGAACACACAACGTCT 3’ 218 pb (37) 
Antisense 5’AACTGTTCTCGTCGTTTCCGCAA3’   
    
c-fos    
Sense 5’AGCTCTGCTTCACAGCGC 3’ 442 pb (38) 
Antisense 5’GGCCTCCTGTCATGGTCTT 3’   
    
c-jun    
Sense 5’GGAAACGACCTTCTATGACGATGCCCTCAA 3’ 315 pb (38) 
Antisense 5’GAACCCCTCCTGCTCATCTGTCACGTTCTT 3’   
    
β2m    
sense 5’ATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAG 3’ 623 pb (37) 
antisense 5’AAATTGAAAGTTAACTTATGCACGC 3’   
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Table 2 - Programation used at the PCR cycles. 
 
Gene Desnaturation Annealing Extension Cycles Final 

Extension 
Ref. 

           
c-myc 94ºC 1min 55ºC 1min 72ºC 1min 30 72ºC 5min (37) 
           
c-fos 94ºC 30s 54ºC 45s 72ºC 90s 30 72ºC 5min (38) 
           
c-jun 94ºC 90s 58ºC 2min 72ºC 3min 35 72ºC 9min (38) 
           
β2m 94ºC 1min 55ºC 1min 72ºC 1min 30 72ºC 5min (37) 
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Figure1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Legends  

Figure 1 – Agarose gel and densitometry of bands representative of a total of 12 RT-

PCR products. Fragment 218 bp corresponding to protooncogene c-myc and 

fragment 623 bp corresponding to β2-microglobulin. Myometrium (N) and leiomyoma 

(T). 

 

Figure 2 – Agarose gel and densitometry of bands representative of a total of 12 RT-

PCR products. Fragment 442 bp corresponding to protooncogene c-fos and fragment 

623 bp corresponding to β2-microglobulin. Myometrium (N) and leiomyoma (T). 

 

Figura 3 – Agarose gel and densitometry of bands representative of a total of 12 RT-

PCR products. Fragment 315 bp corresponding to protooncogene c-jun and fragment 

623 bp corresponding to β2-microglobulin. Myometrium (N) and leiomyoma (T). 

 

Figure 4 – Western blot and densitometry of bands representative of a total of 12 

samples using specific antibody to c-Myc. Similar quantities of proteins were used 

(50 μg) from each sample. Myometrium (N) and leiomyoma (T). 

 

Figure 5 – Western blot and densitometry of bands representative of a total of 8 

samples using specific antibody to c-Fos. Similar quantities of proteins were used (50 

μg) from each sample. Myometrium (N) and leiomyoma (T). 

 

Figure 6 – Western blot and densitometry of bands representative of a total of 4 

samples using specific antibody to c-Jun. Similar quantities of proteins were used (50 

μg) from each sample. Myometrium (N) and leiomyoma (T). 

 

 


