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“We have never been allowed to lose sight of the fact that the main purpose to

be served... is the case of the sick”.

(Dr. Willian J. Mayo, 1935)

"Se as coisas sdo impossiveis... Ora,
Isso ndo é motivo para nao queré-las.
Que tristes os caminhos se nao fora
A magica presenga das estrelas."

(Mario Quintana)
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Melandcitos sédo células derivadas da crista neural que sintetizam
melanina, pigmento responsavel pela coloragdo da pele. S&o células
polidendriticas, localizadas principalmente no estrato basal da epiderme,
unidade pilo-sebacea e ductos sudoriparos. A melanina é sintetizada em
organelas especiais, conhecidas por melanossomos e doada aos
queratindcitos epidérmicos através dos prolongamentos dendriticos™? (Figura
1).
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Figura 1 - Esquema da localizagdo do melandcito na epiderme (Fonte: Nestle & Kerl, 20051).

Melandcitos podem dar origem a neoplasias benignas e malignas que
diferem na sua aparéncia clinica e histolégica e principalmente no
comportamento bioldgico?. Os tumores melanociticos benignos sdo chamados
nevos melanociticos. A transformag&o maligna dos melandcitos da origem ao
melanoma, neoplasia altamente agressiva. A incidéncia desse tipo de tumor em
toda a populacdo mundial esta crescendo numa taxa anual suficiente para que

essa seja dobrada a cada década®*.
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O melanoma cutaneo € menos frequente do que os outros tumores de
pele (basocelulares e de células escamosas), no entanto, sua letalidade é mais
elevada. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que, anualmente,
ocorram cerca de 132 mil casos novos desse cancer no mundo, e, que a
prevaléncia seja de cerca de 2,5%. Sua incidéncia no Brasil é baixa, 2.950
casos novos, em homens, e 2.970 casos novos, em mulheres. As maiores
taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se na regiso Sul®.

O prognostico do melanoma de pele pode ser considerado bom, se
detectado nos estadios iniciais. Nos ultimos anos, houve uma grande melhora
na sobrevida dos pacientes com esse tipo de cancer, principalmente devido a
detecgao precoce do mesmo. A média mundial estimada de sobrevida em
cinco anos € de 69%. Nos paises desenvolvidos, a sobrevida média estimada
em cinco anos é de 73%, enquanto, nos paises em desenvolvimento, a
sobrevida média é de 56% °.

Os melanomas cutaneos apresentam duas fases distintas de
crescimento: radial e vertical. O crescimento radial significa crescimento
horizontal no interior das camadas epidérmica e dérmica papilar, por periodo
de tempo, geralmente prolongado. Durante este estagio, as células
componentes do melanoma n&o tém capacidade de metastatizar. Com o
decorrer do tempo variavel, o padrao de crescimento assume um componente
vertical, no qual o melanoma agora cresce em profundidade, penetrando nas
camadas dérmicas de forma expansiva, tumorigénica® (Figura 2). Esse evento
€ anunciado, clinicamente, pelo desenvolvimento de uma elevagao
representada por papula ou nédulo sobre a lesdo anteriormente plana, que
coincide com o aparecimento de um clone de células com verdadeiro potencial

metastatico®.

18



Gisele Alborghetti Nai
O possivel papel da proteina ROC1 na expressao da proteina ciclina D1 em melanomas cutaneos

Common
acquired Dysplastic

Figura 2 - Esquema de progressédo dos melanomas cutaneos (Fonte: Hsu et al., 20026). RGP:

fase de crescimento radial. VGP: fase de crescimento vertical; BM: membrana basal.

A apresentagdo clinica e histolégica do melanoma pode variar
significantemente. A classificagdo proposta separa os melanomas em
melanoma extensivo superficial (ES), lentigo maligno melanoma (LMM),

)7,8

melanoma nodular (MN e melanoma acral lentiginoso (AL)g. O critério

proposto para esta classificagdo foi baseado na presenca e no padrdo de

crescimento da fase radial™

do melanoma: 1. ES: padrdo chamado pagetoide
com melandcitos solitarios ou em ninhos esparsos ao longo da epiderme
(Figura 3A); 2. LMM e AL: padrdo lentiginoso com melandcitos solitarios ao
longo da jungdo dermo-epidérmica (Figuras 3B e 3C); 3. MN: melanoma
invasivo sem fase de crescimento radial identificada (Figura 3D). Estes padrdes
histologicos mostram alguma correlagdo com a localizagdo anatdmica (ES e
NM no tronco e extremidades, LMM na face e AL nas palmas, solas e regiao
subungueal), padrdo de exposigao solar (aguda e intermitente para ES e MN,
cronica para LMM e sem associagdo nos AL) e idade do paciente (ES e NM

mais frequentes em pacientes abaixo de 60 anos, LMM e AL mais frequentes

em pacientes acima de 60 anos)".
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Figura 3 - Desenho esquematico dos tipos histolégicos de melanoma cutaneo. A — Extensivo

N

superficial; B — Lentigo maligno melanoma; C — Acral lentiginoso; D — Melanoma nodular

(Fonte: Marques, 2006'°).

Na tentativa de prover ao cirurgido as informagdes pertinentes do
paciente, para que possam ser tomadas as mais apropriadas decisdes, 0
patologista deve incluir todas as caracteristicas histopatolégicas importantes
para o prognéstico”. Dessa forma, no laudo histopatolégico dos melanomas é
importante constar a localizacdo e a medida macroscépica da leséo, a fase de
crescimento, a intensidade do infiltrado linfocitario, o nivel de invasao da derme
(nivel de Clark), a medida da espessura de Breslow, o indice mitético, presenga
de regressdo histologica, de ulceracido e de lesdes satélites™. O fator
progndstico isolado mais importante dos melanomas € a medida da espessura
de Breslow, que é realizada no local de maior invasdo microscépica’ (Figura 4).
Outro fator prognéstico isolado de grande importancia é o indice mitético'*"*, o

qual tem sido considerado como fator preditivo de positividade em linfonodos

sentinelas™®

20



Gisele Alborghetti Nai
O possivel papel da proteina ROC1 na expressao da proteina ciclina D1 em melanomas cutaneos

Stralum granulosum

Epidemms

Fapiliary dermis

Reticular darmis

Figura 4 - Esquema da medida da espessura de Breslow (Fonte: Nestle & Kerl, 20051).

A Ultima classificaggo TNM da AJCC (American Joint Comittee on
Cancer) para estadiamento de melanomas cuténeos, realizada em 2001,
baseia-se nas caracteristicas do tumor na medida de Breslow e presenca de
ulceragdo, mostrando a importancia desta medida no progndstico destes
tumores’®.

A aquisi¢ao de anormalidades no ponto de checagem G1/S parece ser o
passo mais crucial na génese e progressdo dos melanomas'’"'?. A inativagao
das vias da pRB e p53 na transi¢ao G1/S é requisito fundamental para génese
da maioria dos canceres humanos, incluindo o melanoma'®.

A caracteristica do desenvolvimento dos tumores sélidos € a aquisi¢cao
de multiplos defeitos genéticos envolvendo genes supressores tumorais e
ativacdo de oncogenes. Em melanomas cutaneos, delegcbes e rearranjos nao
randomizados sao vistos em diversas regides cromossdmicas, incluindo 1p, 7q,
9p, 10q e 11q %, e amplificagdes, indicando areas de oncogenes potenciais,

sdo vistas em 4912, 5p14.3-pter, 7q33-gter, 8q12-13, 11913.3-14.2 e 17q25 ?".

21



Gisele Alborghetti Nai
O possivel papel da proteina ROC1 na expressao da proteina ciclina D1 em melanomas cutaneos

A regidao mais frequientemente amplificada em todos os tipos de melanomas é

3 4,21

do cromossomo 1191 , que contém o gene da ciclina D1, mas com fraca

associacdo entre o nimero de copias génicas e a espessura do tumor?”.

A proteina ciclina D1 e melanomas cutéaneos

A regulagdo da proliferagcdo celular é o evento chave no
desenvolvimento normal, nas respostas a agressao celular e na tumorigénese.
A progressdo ordenada das células por meio da regulagdo do ciclo celular
depende do balango entre as concentracdes de ciclina ativada e de quinases
ciclina-dependentes (cdk)?. A ciclina D1 decodifica a subunidade reguladora
de uma holoenzima, que fosforila e inativa a proteina do retinoblastoma (pRB)
e promove a progressao para a fase G1/S do ciclo celular (Figura 5).

A amplificacdo ou expressao exagerada de ciclina D1 desempenha um
papel importante na tumorigénese23 em varios canceres humanos, incluindo os
mamarios, linfomas, cdélon retal e nos melanomas, e pode ocorrer por varios
mecanismos'’. Embora a maioria dos melanomas primarios expresse altos
niveis de ciclina D1, quando comparado com lesées melanociticas benignas,
essa proteina tem seu papel questionado no desenvolvimento do fendtipo

metastatico??242

, mas o aumento de sua expressao € um evento crucial que
leva a progressdo dos melanomas®’, com alguns trabalhos mostrando
associacdo do aumento de expressao de ciclina D1 com altas taxas de
proliferacdo nos melanomas®?°. Alonso et al.'® encontraram maior expressao

de ciclina D1 em melanomas em fase radial de crescimento e discreto aumento

no estagio metastatico.
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Figura 5 - Diagrama representando as vias do p53 e pRB e sua regulacdo no ciclo celular e
apoptose. As setas indicam o efeito positivo e as barras em T indicam o efeito negativo (Fonte:

Li et al, 2006").

Lesbes melanociticas benignas raramente mostram positividade para
cicina D1 ou padrao -caracteristico com expressdo predominante no
compartimento juncional®®®. Provavelmente, a falha na regulacdo da
superexpressao de ciclina D1 nos melandcitos promova proliferagao celular e
previna a diferenciacdo®®. Embora a ciclina D1 seja um promotor de
crescimento bem conhecido, ela pode também funcionar como fator de
sobrevivéncia para as células tumorais'’°.

A degradacdo da ciclina é tado importante para o término da mitose
quanto sua sintese para o inicio. Normalmente, a ciclina ¢é destruida
rapidamente por protedlise na transicdo metafase-anafase. Este processo

requer uma sequéncia-sinal na cadeia polipeptidica da ciclina que conduz a

degradacao pelo fornecimento de um sitio de ligagdo para ubiquitina®'.
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A retirada dos mitégenos mantém as células estagnadas em G1
primariamente pela cessagdo da sintese de ciclinas do tipo D. A
superexpressao de ciclinas do tipo D pode permitir a entrada anormal da célula

no ciclo celular.

Dois principais mecanismos, a amplificacdo génica da ciclina D1 e o
aumento da estabilidade protéica da ciclina D1, tém sido associados com

oncogénese em diferentes tipos de canceres humanos®.

A ciclina D1 é uma proteina nuclear codificada pelo gene CCND1,
localizado no cromossomo 11913. A amplificagdo do gene CCND1 tem sido
identificada em mais de 44% dos melanomas acrais lentiginosos, mas € menos
freqliente nos outros subtipos de melanomas'’*°. A amplificacdo do gene
CCND1 nos melanomas acrais lentiginosos aparece precocemente, antes
mesmo da fase in situ da neoplasia, diferente dos outros tipos de melanoma

que apresentam amplificacdo mais tardiamente, durante sua progressdo>%%.

Todos os casos de melanomas com aumento no numero de copias do
gene CCND1 mostraram expressdao exagerada de ciclina D1, porém,
aproximadamente 25% dos melanomas com expressao exagerada de ciclina
D1 apresentaram numero normal de cépias do gene CCND1, sugerindo que os
niveis de expressao da ciclina D1 sdo modulados por outros mecanismos, nao

somente por copias génicas' 19,

A estabilidade protéica da ciclina D1 é normalmente regulada por

protedlise dependente de ubiquitina®*>*,
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Protedlise mediada por ubiquitina

A maioria das proteinas que sdo degradadas no citosol é transferida para
grandes complexos de proteinas, denominados proteassomas, que estao
presentes em muitas coépias, por toda célula. Cada proteassoma consiste de
um cilindro central, formado a partir de proteases multiplas distintas na sua face
interna e de grandes complexos bloqueadores protéicos na extremidade.
Acredita-se que esses bloqueadores protéicos selecionam as proteinas para
destruicao, ligando-se a elas e empurrando-as para dentro da camara interna
do cilindro, onde multiplas proteases degradam as proteinas em pequenos
peptideos que sao liberados no citoplasma da célula. Os proteassomas atuam
sobre as proteinas que foram especialmente marcadas para destruicdo, pela

ligagcao covalente de uma pequena proteina, denominada ubiquitina®’.

A protedlise dependente de ubiquitina e subsequiente degradacgéo pelo
proteassoma de enzimas regulatérias controla a estabilidade protéica e tem um
papel importante na regulacdo de um amplo espectro de processos bioldgicos,

incluindo entrada no ciclo celular, transcricdo e transducéo de sinal®>>°.

Diferentes vias proteoliticas, dependentes de ubiquitina, utilizam
enzimas conjugadas a ubiquitinas distintas, que sdo estruturalmente similares,
associadas com subunidades de reconhecimento das proteinas que carregam
um sinal particular de degradagao. A enzima conjugada adiciona a ubiquitina a
um residuo de lisina de uma proteina-alvo, e posteriormente, adiciona uma
série de ubiquitinas, formando uma cadeia multi-ubiquitinada, que sera
reconhecida por uma proteina receptora especifica no proteassoma®'“°. A

cadeia multi-ubiquitinada € ligada covalentemente a proteina alvo através de

cascata de trés enzimas: a ubiquitina-ativadora (E1), a ubiquitina-conjugadora

25



Gisele Alborghetti Nai
O possivel papel da proteina ROC1 na expressao da proteina ciclina D1 em melanomas cutaneos

(E2) e uma ubiquitina-ligase (E3). Atuando no ultimo estagio desta cascata, as
ubiquitina-ligases E3 funcionam como um componente central da via de
ubiquitinagao, catalisando a transferéncia final de ubiquitina da E2 ao substrato,

e governando a especificidade e o tempo da reagdo modificada (Figura 6)>°3"

38,40,41

As proteinas “RING”

A ligacao entre as proteinas E2 e E3 é feita através de um fragmento
protéico chamado proteina “RING”, uma estrutura conservada ao longo da
evolucdo, encontrada em mais de 200 proteinas, na qual duas algas de
aminoacidos, cujas extremidades sao unidas nas bases por oito cisteinas ou
residuos de histidinas, que se ligam a dois ions de zinco. Muitas proteinas
‘RING” participam da ubiquitinacdo e sao essenciais para a atividade

ubiquitina-ligase***°.

Existe um grande numero de proteinas “RING” em todos eucariotos e
mais de 350 no genoma humano. Ambos, comprimento e sequéncia das
cisteinas e histonas variam significativamente entre as diferentes proteinas
‘RING”. Baseado no arranjo dos residuos de cisteinas e histidinas, as
proteinas “RING” podem ser classificadas em trés subclasses: C3H2C3 (ou

RING-2), C3HC4 (ou RING-HC) e menos frequentemente C2H2C4 *°.
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Figura 6 - Protedlise mediada por ubiquitina (Fonte: www.genome.jp/kegg58).

27




Gisele Alborghetti Nai
O possivel papel da proteina ROC1 na expressao da proteina ciclina D1 em melanomas cutaneos

O complexo SCF
A proteina SCF (SKP1-CUL1(CDC53)-F-box) e o complexo promotor
da anafase (APC) sao os dois maiores complexos ubiquitina-ligase que
regulam protedlise mediada por ubiquitina durante G1/S e a anafase, e
contém as pequenas proteinas “RING” ROC1 (RING of Cullins) e APC11,
respectivamente®***®. O complexo ubiquitina-ligase SCF é composto por
quatro subunidades maiores, Skp1, Cull, Rbx1/ROC1 e uma das muitas

proteinas F-box (Figura 6)*.

As proteinas SCF ubiquitina-ligases incluem um membro da familia
das proteinas F-box (assim chamadas pois a ciclina F foi uma das primeiras
proteinas em que este fragmento foi identificado), as quais servem para
reconhecer e recrutar a proteina-alvo*’. As proteinas F-box est&o ligadas ao
modulo CUL1/ROC1 pela proteina adaptadora Skp1 (proteina associada a
quinase da fase S — 1)*'*84°_ As cullins (CUL) sdo uma familia de proteinas,
conservadas durante a evolugado, que agregam a grande familia das ligases
E3 dependentes de cullins (CDL). Todas as cullins contém um dominio
carboxi-terminal, de aproximadamente 100 aminoacidos, que se liga as

pequenas proteinas ROC1 e APC11 %0,

O controle da formacgao do complexo SCF é feito através da proteina
Cand1, que inibe sua formacao, prevenindo o acesso da Skp1 e das
proteinas F-box a fragdo CUL1-ROC1, assim evitando a ubiquitinacdo das
proteinas pela F-box. A proteina Cand1 se liga a fragdo CUL1-ROC1 e inibe

0 acesso ao complexo E3 3917,
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A proteina ROC1

A proteina “RING” ROC1 (também chamada Rbx1 e Hrt1) é bastante
estavel, sendo subunidade essencial da proteina SCF ubiquitina-ligase®*°.
Pertence a subclasse C3H2C3 (ou RING-2) das proteinas “RING”. Foi

inicialmente isolada em leveduras® e purificada bioquimicamente como

36,60,61 e do

componente comum do complexo SCF de humanos e leveduras
complexo supressor tumoral von Hippel-Lindau (CBC'"" ou Cul2-Elongin BC-
VHL)41,62_

A proteina ROC1 é codificada pelo gene humano Rbx1, composto por
cinco éxons, localizado no cromossomo 22q 13 %. Mutacdes pontuais em
apenas um aminoacido no dominio da proteina ROC1 sdo capazes de inativar

32435964 E um mediador da

completamente a atividade da ubiquitina-ligase
degradacdo de substratos protéicos requeridos para progressdao do ciclo
celular, transducdo de sinal e para execugcdo de atividades supressoras
tumorais®?. Diferente da proteina APC11 que somente interage com a proteina
cullinfAPC2, a proteina ROC1 se liga a CUL1, CUL2, CUL3, CUL4A e CUL4B,
e age como um adaptador a enzima ubiquitina-conjugadora E2, o que amplia

36.43.59.606265 A proteina ROC1 apresenta dois

seu papel na ubiquitinagao
dominios, um C-terminal que é suficiente para ativar a UBC5-E2 e um N-

terminal que se liga a CUL1, que por sua vez se ligara a uma E2 3,

A proteina ROC1 e a proteina ciclina D1

Estudos demonstraram o papel da proteina SCF-ROC1 na ubiquitinacao
das ciclinas D1 e também das ciclinas D2 e D3 em humanos, mostrando que
esta proteina tem papel importante na regulagcdo da protedlise das

ciclinas 323456
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Desde que, os niveis de expressao das ciclinas D estao relacionados ao
potencial de malignidade e ao prognostico dos melanomas, tentativas de
entender 0 mecanismo que rege a superexpressao destas ciclinas € importante
para o desenvolvimento de terapéuticas para melanomas que superexpressam

ciclinas do tipo D.
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Objetivo geral

Avaliar a relagao entre a expressao da proteina ROC1 e a expressao da

proteina ciclina D1 em melanomas cutaneos.

Objetivos especificos

= Avaliar a expressao da proteina ROC1 nos melanomas cutaneos e

nevos melanociticos.

= Comparar a relagao entre a expressao das proteinas ROC1 e ciclina D1

nos melanomas cutdneos e nevos melanociticos.

» Comparar a relagéao entre a amplificagdo do gene CCND1 e a expressao
das proteinas ROC1 e ciclina D1 nos melanomas cutaneos e nevos

melanociticos.
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Capa — Caso 5.58 — Nevo melanocitico. A — Hematoxilina-eosina (aumento de

100x). B - Expressdo de proteina ROC1 entre 51 a 75% das células
(imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION)
(aumento de 100x). C — Expressédo de ciclina D1 em menos de 25% das
células (imunomarcagcéo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB)
(aumento de 100x). D — Area com nimero normal de cépias do gene CCND1
(FISH — gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de

1000x).
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Figura 1 — Caso 2.14 — Melanoma extensivo superficial. A — Hematoxilina-
eosina. B — Expressado de proteina ROC1 em mais de 75% das células
(imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION). C —
Expressdo da proteina ciclina D1 em menos de 25% das células
(imunomarcagao com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB). Aumento

de 100x.
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Figura 2 — Caso 2.7 — Lentigo maligno melanoma. A — Hematoxilina-eosina
(Aumento de 40x). B — Expresséo de proteina ROC1 em menos de 25% das
células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION). Aumento de 100x. C — Expresséao da proteina ciclina D1 em mais
de 75% das células (imunomarcagdao com anticorpo anti-ciclina D1, clone

RBT14, BioSB). Aumento de 100x.
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Figura 3 — Caso 1.14 — Melanoma acral lentiginoso — A — Hematoxilina-eosina.
B — Expressdao de proteina ROC1 em mais de 75% das células
(imunomarcagao com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION). C -
Expresséo de ciclina D1 em menos de 25% das células (imunomarcagéo com

anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB). Aumento de 100x.
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Figura 4 — Caso 4.16 — melanoma acral lentiginoso. A — Hematoxilina-eosina
(aumento de 100x). B - Expressao de proteina ROC1 em menos de 25% das
células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION) (aumento de 100x). C — Expressao de ciclina D1 entre 51 a 75%
das células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14,
BioSB) (aumento de 100x). D — Aumento do numero de copias do gene CCND1
(FISH — gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de

1000x).
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Figura 5 — Caso 1.7 — Melanoma extensivo superficial. A — Hematoxilina-eosina
(aumento de 100x). B - Expressdo de proteina ROC1 entre 51 a 75% das
células (imunomarcacdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION) (aumento de 100x). C — Expresséao de ciclina D1 em menos de
25% das células (imunomarcacéo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14,
BioSB) (aumento de 100x). D — Area com aumento do nuimero de cépias do
gene CCND1 (FISH — gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde)

(aumento de 1000x).
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Figura 6 — Caso 2.8 — Lentigo maligno melanoma. A — Hematoxilina-eosina
(aumento de 100x). B - Expressdo de proteina ROC1 entre 51 a 75% das
células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION) (aumento de 100x). C — Expresséao de ciclina D1 entre 51 a 75%
das células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14,
BioSB) (aumento de 100x). D — Area com aumento do ndmero de cépias do
gene CCND1 (FISH — gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde)

(aumento de 1000x).
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Figura 7 — Caso 3.11 — Melanoma extensivo superficial. A — Hematoxilina-
eosina (aumento de 40x). B - Expresséao de proteina ROC1 em mais de 75%
das células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION) (aumento de 100x). C — Expresséao de ciclina D1 entre 51 a 75%
das células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14,
BioSB) (aumento de 100x). D — Area com aumento do ndmero de cépias do
gene CCND1 (FISH — gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde)

(aumento de 1000x).
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Figura 8 — Caso 4.6 — Melanoma extensivo superficial. A — Hematoxilina-eosina
(aumento de 100x). B - Expressao de proteina ROC1 em mais de 75% das
células (imunomarcacdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION) (aumento de 100x). C — Expressao de ciclina D1 em mais de 75%
das células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14,
BioSB) (aumento de 100x). D — Numero normal de coépias do gene CCND1
(FISH — gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de

1000x).
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ROC1 Protein, Cell Cycle and Cancer
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Lathology Department, Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista "[ulio de Mesquita Filho”
(UNESP).

Abstract

Enhanced proliferation and increased survival are important characteristics of neoplastic cells. Ubiguitination and subsequent
degradation by regulatory proteasome’s enzymes controls several biological processes, including entry into the cell cycle,
transcription and signal transduction. The proteolysis of many regulatory proteins in G1 phase is mediated by the ubiquitin-
ligase complex SFC (SKPL1-CULL(CDC53)-F-box) which is composed by four major subunits (Skpd, Cull, Rbx1/R0OC1) and of
many F-box proteins. The ROCL proteins are RING finger proteins from ubiquitin-ligase E3 family. They function as a central
component in the ubiguitination pathway, not only participating in the transference of ubiguitin-conjugating enzyme E2, but
also heing responsible for the reaction specificity, Mutations in one amino acid in ROC1 protein domain are able to completely
inactivate ubiquitin-ligase activity, which suggests that this domain is essential for this activity, and consequently essential
for control of cell cycle proteins. Therefore, mutations can cause loss in control of cell cycle regulation, which leads to
enhanced proliferation and increased survival of neoplastic cell.

Keywords: Neoplams. Cell Cycle. ROC1 Protein. Ubiguitin.

Introduction ubiquitin a ligation site.? Thus, these proteins proteic
stability 1s normally regulated by ubiquitin-dependent

Cell proliferation regulation is the key event in proteolysis.’

normal development, in the responses to cell aggression
and in tumorigenesis. Cells orderly progression of the
cells through cell cycle regulation depends on the Ub|qu|t|n-Med|ated Proteolysis
balance between the concentrations of activated cyclin
and Cyclin-dependent kinases.! Most proteins degraded i cytosol are transferred

Both genic amplification and the increase of to great protein complexes called proteasomes, which

proteic stability of cell cycle regulatory proteins may
cause the latter’s superexpression in tissues® and both
mechanisms have been associated with oncogenesis in
different types of human cancers.”

Degradation of cell cycle G1 phase regulatory
proteins is as important for the end of mitosis as is their
synthesis for the beginning of mitosis. Many of these
proteins are destroyed quickly by proteolysis in the
transition metaphase-anaphase. This process requires a
sequence-sign in the polypeptidic chain of the protein

to be destroyed, making it to degrade by supplying

are present in many copies in the entire cell. Each
proteasome consists of a central cylinder, formed by
multiple different proteases in its inner surface and great
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protein-blocking complexes in the outer. Proteasomes
act on proteins targeted to destruction by a covalentlink
of a small protein called ubiguitin?

Ubiquitin-dependent proteclysis and subsequent
degradation by regulatory enzymes’ proteasome control
proteic stability and has an 1mportant role in the
regulation of several biclogical processes, including entry
into the cell cycle, transcription and signal transduction.
4-8

Different
pathways use enzymes conjugated to different ubiquiting,
which are structurally drmilar, asociated to subunits of
recognition of proteins targeted by a particular sign of
degradation. The enzyme that, when conjugated, adds
ubiquitin to a residue of lysine of a target—protein, and

ubiquitin-dependent  proteclytic

subsequently, adds a senes of additional ubiquitins,
forming a polyubiguitin chain that is recognized by a
specific receptor protein in proteasomes.®® Bolyubiquitin
chains are linked cowalently to the target-protein
through a cascade of three enzymes: ubiquitin-activating
enzymes (E1Y, ubiquitin-conjugating enzymes (E2) and
ubiquitin-protein ligases (E3). Acting 1n the last stage of
cascades, ubiguitin-protein lgases (E3) work as a central
component of ubiquitination pathways, catalyzing the
final transfer of ubiquitin from E2 to the substrate, and
governing the specificity and the time of the modified

reaction (Figure 1).457%1

Ring Proteins

The interaction of B2 and E3 proteins is done by
proteic fragments called RING proteins, evolutionarily
congerved structures found in more than 200 proteing,
in which loops of two amino acids, are pulled together
at their base by eight cysteines or histidine residues that
bind to two zine ions. Many RING proteins participate

_ @

in ubiguitination and are essential for ubigquitin-licase
activity 2

There are many RING proteinsin all eukaryotes
and more than 350 in human genome. Both the length
and sequence of cysteines and histones vary significantly
in the different RING proteins. Depending on the
arrangement of cysteine and histidine resdues, RING
proteins may be classified in three subeclasses: C3H2C3
(or RING-Z), C3HC4 (or RING-HC)
frequently C2H2C4.¥

and  less

The SCF Complex

SCF  protein  (SKP1-CUL1{CDCh3)-F-box)
and Anaphase Promoter Complex (APC) are the two
major ubiquitin-ligase complexes, regulating ubiquitin-
mediated proteolysis during G1/5 phase and anaphase,
and they contain the small RING ROCI and APC11
proteins, respectively® 18 SEC ubiquitin-ligase complex
is composed by four major subunits, Skpl, Cull, Rbxl/
ROC1T and one of the many F-box proteins (Figure 2).
14

SCF ubiquitin-ligase proteing include a mermber
of the family of F-box proteins (so called because cyclin
F was one of the first proteins in which thiz fragment
was identified), which serve to recognize and to recrut
target-proteins.”” F-box proteins bind to the module
CUL1/ROC1 by the adapter protein Skpl (S-phase
kinase associated protein-1).%%® The culling (CUL)
are a family of evolutionarily conserved proteins that
assemble a large family of cullin-dependent E3 ligases
(CDL). All culling have a carboxyl-terminal domain of
about 100 amino acids, which binds to the small RING
ROCT and APC11 proteinst#

Candl protein controls SFC complex formation,
inhibiting it, preventing Skpl and of F-box proteins

@

@ Degradation of

Tarzet Protein

. R @ ___t}l:Proteas:nmeﬁ
Polyubiqud tina tion g

ATP AMP | b
; o °' o
| Ez-interacting Target-recognizing @ @
domain domain
K Recyeling
Figure 1 — Uhiquitin-mediated proteolysis (Source! wwrw.genome jp/ kege™)
*target: target-protein to be degraded.
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Figure 2 —Scheme of SCF complex targeting protein for
proteolysis (Source: wwwgenomejp/kegg'
*arget-recognizing subunit: F-box protein; adaptor protein:
Skpl protein; RING finger: ROC1 protein; target: target-
protein to be degraded.

access of the to CULI-ROCI fraction, thus avoiding
ubiqutnation of F-box proteins. Candl bind: to
CUL1-ROC1 fraction and it inhibits the access to E3

complex 2%

ROC1 Protein

ROCI RING protein (RING of Cullins), also
called Rbxl and Hrtl, iz quite stable, being an essential
subunit of ubiquitin-igase SCF protein.®* It belongs
to the C3H2C3 (or RING-Z) subclass of RING
proteins. It was first isolated in levedures® and purified
biochermically as a common component of SCF complex
of hurnans and levedures6,?* ag well as of von Hippel-
Lindau tumor-suppressor complex (CBCVHL or Cul2-
Elongin BC-VHL).">*!

ROC1 protein is encoded by human gene Rbxl,
composed of five exons, located in chromosome 22q
13% Mutations in only one amino acid in ROCI
protein dormain are able to completely inactivate
ubiquitin-ligase activity. *?# Jtis a mediator of proteic
substrates degradation required for cell cyele progression,
dgnal transduction and tumor-suppressing activities.
In contrast to APC11 protein that only interacts with
cullin/ APCZ protein, ROCI 1nteracts to cullin (CUL)

44 Applied Cancer Research, Volume 28, Number 2, 2008

1, CUL2Z, CUL3, CUL4A and CUL4E, and functions
as an adapter of ubiquitin-conjugating enzyme E2,
amplifying its role in ubiquitination. #2134 R OC1
has two domains, 2 C-Terminal able to activate UBChE-
EZ and a N-Terminal that interacts to CUL1, which by
its turn will igate to an E2.*

ROC1 Protein And Cell Cycle Pro-
teins

NF-kappa B (INF-kB} transcription factor
activation hasananfi-apoptoticrolein the response tocell
damage. Stimuli that normally activate NF-kB pathway
include Interleukin (IL)-1, tumor necrosis factor {TINF)
- alipopolysaccharides, hypoxia/recxygenation® and
the apoptosis-inducing ligand related to tumor necrosis
factor (TRAIL).*® This requires phosphorylation and
ubiquitin-dependent degradation of the NF-kappa B
inhibitor, I kappa B alpha (JkB).**" Phosphorylated
IkB may be recognized by F-box B protein®*? and is
faggedto degradation by the proteasome, which recruits
for this SCFHOS-ROCT ubiquitin ligase B3 428295841

Cytokdnesof transformingerowth factor (TGF-B
farmily are multifunctional proteins that regulate growth,
differentiation, apoptosis and morphogenesis of several
cell types. TGF-f antagonizes mitogenic activity of
many other growth factors interfering with cell cycle
progressionl. Smads are the central mediators of TGF-f3
farmily® TGF-B farmily iz regulated by ubiquitin-
mediated degradation. Both Smad concentrationin non-
stimulated cells and Smad protein levels after TGF
pathway activation are controlled by ubiquitination.
Ubiguitin-ligase E3 associated to Smad degradation
are Srad ubiquitination-related factor 1 (Smurfl),
Smurf2, Smurf? and the SCE/ROCI complex. t®#-
# Abnormalities in ubiquitin-ligase E2 that control
TGE-P farnily components may cause the development
and progresion of several cancer types.®

Cyelin D1 decodes the regulating subunit of
a holoenzyme, which phosphorylates and inactivates
retinoblastoma protein (pR.B), promoting progression
to cell cycle G1/S phase! Cyclin D1 exaggerated
amplification or expression has an important role in
turnorigenesds® in several human cancers, including
breast cancer, lymphormas, melancmas and colorectal
cancer®® Studies have shown the role of SCF-ROC!
protein in cycling D1, D2 and D3 in humang, proving
the important role this protein has in cyclin-proteclysis

regulation 447
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The entry of cells in phase S of cell cycle
depends on the degradation of cyclin-dependent kinase
(CDK) inhibitor, p27 protein, at the end of phase Gl
through ubiquitination pathway, which demands first its
phosphorylation and subsequent recognition by SKp2
proteinand SCF-ROC1 complex, foritto be degraded.*-
¥ Decrease of p27 due to the increase of its degradation
1s correlated to more aggressiveness and poor prognosis
in human epithelial tumors and lymphomas.***** The
weakening of the interaction of histones and DNA,
which makes possible the recruitment of repair proteins,
facilitates DINA damage reparation. Biochemical studies
indicate that CUL4-DDB-ROC1-mediated histone
ubiquitination weakens the interaction of histones and
DNA.*

DNA
complex, which has an essential component CDT1
(Cdcl10-dependent transcript 1). The increase of CDYT1

expression is associated to replication induction and

synthesis depends

on prereplicating

polyploidie.” CDT1 is degraded by ubiquitin-dependent
proteasomal pathway during cell c¢ycle S phase. In
mammals, CDT1 degradation induced by DNA
damage 1s catalyzed by CUL4-DDB1-ROC1 ubiquitin
E3 ligase.*** CDT1 levels fall immediately after gammma
or ultraviolet (UV) irradiation and the interaction
between CDT1 and CUL4-DDB1-ROCI is in part
regulated by gamma irradiation.®? CDT1 constitutive
expression 1s associated to the development of a sub-
group of lung non-small cell carcinoma in humans,
indicating the critical importance of CD'T'1 levels to the
beginning of DNA replication and  maintenance of
genome integrity.*

p53 protein has a role in inhibiting cell
proliferation and apoptosis triggering. [t obstructs
neoplastic transformation using three mechanisms:
activating cell cycle temporary interruption, inducing
cell cycle permanent interruption or promoting
apoptosis. Aggressions to genome cause an increase
of pb3 levels, which combines with transcription
factors for preventing the cell from entering in the §
phase and allowing repairing of DNA damage and the
reestablishment of genome integrity. [f DNA alterations
exceed repairing capacity, p53 protein unleashes cell
death by apoptosis.®* One of the frst references
ubiquitin-mediated p53 protein proteolysis was done in
a study of the way human papillomavirus (HPV) types
16 and 18 protein E6 inactivates p53. Cell protein E6-AP,
an ubiquitin-ligase E3, interacts with protein E6 of HPV,
forming the E6/EG-AP complex, which ligates and flags
p53 protein for ubiquitin-mediated proteolysis Many

evidences suggest that this activity has an important role
in the HPV associated carcinogenesis.”® Protein E1B-
55K of adenovirus type 5 neutralizes in the first phase
of infection pb3 protein activity, which may adversely
affect viral replication or promote host cell apoptosis66-
67. One of the mechanisms by which protein E1B-55K
neutralizes p53 protein is acting with protein E4-orf6

for stimulating p53 degradation by proteasomes.** It

was shown that cellular factors, including CUL7, CULS5,
Elongin B, Elongin C and ROCI1 protein interact with
E1B-55K and E4-orfe and cause p53 ubiquitination

and promote their degrading %=

The Detection of ROC1 Protein in
Tissues

ROC1 protein can be detected by using
epitope-specific rabbit polyclonal antibody for ROCI.
It is a synthetic peptide derived from the C-Terminal
portion of human ROCI1 protein that may be used
to Western Blot, immunoprecipitation, ELISA and
immunchistochemistry in  formalin-fixed and paraffin-
embedded tissues.”

In immunohistochemical assays, ROC1 protein
has a nuclear staining and the squamous epithelinvm of
tonsil,and Hela cells can be used as positive controls for
reactions.®”® (Figure 3)

General Comments

ROC1T RING protein has a critical role in
ubiquitination and is thus vital for controlling proteins
involved in cell cycle. Mutations in the gene that encodes
ROCT may cause loss of control of cell cycle regulation,
favoring tumor cells quick proliferation and increasing
their survival. Studies on the possible role of this protein
in the origin of human cancers are still necessary,
principally in cases where there is cell cycle proteins
overexpression without alteration of genic expression.
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Figure 3 - INuclear immunostaining with ROC1 antibody

in squamous epithelium of tonsil (Source: wwwlabvision,
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RESUMO

O aumento da expressao de ciclina D1, demonstrado em melanomas cutaneos,
provavelmente esta relacionado ao potencial invasivo do tumor. A diminuigao
da proteina ROC1, envolvida na degradacgao da ciclina D1, pode constituir uma
alternativa para explicar o aumento desta proteina na auséncia de
superexpressdo génica. O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo da
proteina ROC1 com a expressdo de ciclina D1 em melanomas cutaneos.
Foram estudados 62 casos de melanomas primarios de pele e 58 nevos
melanociticos compostos. Realizou-se imuno-histoquimica com marcacao para
os anticorpos ciclina D1 e ROC1, e hibridacdo “in situ” fluorescente para
avaliagao da expressao do gene CCND1. Em 87,9% dos nevos melanociticos,
a expressao da proteina ROC1 foi evidenciada em mais de 50% das células,
enquanto nos melanomas ocorreu em 45,2% dos casos (p=0,0014). A
correlacao entre a expressao da proteina ROC1 e da proteina ciclina D1 foi
significativa e negativa em todos os casos estudados (p=0,0008985). Nos
nevos melanociticos, o aumento de expressao de ROC1 em relacéo a ciclina
D1 ocorreu em 86,2% dos casos e nos melanomas em 45,2% (p<0,001). A
relacdo ROC1/ciclina D1 ndo esta associada a medida de Breslow (p=0,166),
nem ao tipo histolégico de melanoma (p=0,605). Entre os melanomas nao
amplificados, 50% daqueles que apresentaram expressao de ciclina D1 em
mais de 50% das células mostraram expressédo de proteina ROC1 em menos
de 25% delas. A expressao da proteina ROC1 esta correlacionada
negativamente a expressao da proteina ciclina D1 nos melanomas, mostrando
sua importancia para degradagéo da ciclina D1 nestas neoplasias.

Palavras-chave: Melanoma, ciclina D1, proteina ROC1, ubiquitinagao.
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INTRODUCAO

A transformacdo de melanécitos em células de melanoma é
caracterizada por proliferagdo anormal, resultante de alteragbes nas duas
maiores vias de controle celular, a do retinoblastoma (Rb) e a do gene
supressor tumoral p53 '. Quase todas as linhagens de melanomas testadas
apresentaram alteracdes na via do Rb, por deficiéncia de p16 ou de pRb, por
mutacio de cdk4 ou por superexpressao de ciclina D1 12,

A regidao mais frequentemente amplificada em todos os tipos de
melanomas é do cromossomo 11g13 %* que contém o gene da ciclina D1.
Embora a ciclina D1 seja um promotor de crescimento bem conhecido, ela
pode também funcionar como um fator de sobrevivéncia para as células
tumorais®®. A amplificagdo ou expressao exagerada da ciclina D1 é um evento
crucial que leva a progressao dos melanomas’, e esta associado a altas taxas
de proliferacdo nestes tumores®®. Provavelmente, a falha na regulacéo da
superexpressao de ciclina D1 nos melandcitos promova proliferagao celular e
previna a diferenciacéo?.

A ciclina D1 é uma proteina nuclear codificada pelo gene CCND1,
localizado no cromossomo 11913. A amplificagdo do gene CCND1 tem sido

identificada em mais de 44% dos melanomas acrais lentiginosos, mas € menos

freqliente nos outros subtipos de melanomas®®.

Todos os casos de melanomas com aumento no numero de copias do
gene CCND1 mostraram expressdo exagerada de ciclina D1, porém,
aproximadamente 25% dos melanomas com expressao exagerada de ciclina
D1 apresentaram numero normal de cépias do gene CCND1, sugerindo que os

niveis de expressao da ciclina D1 sdo modulados por outros mecanismos, nao
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somente por copias génicas'®®. Uma possibilidade para superexpressdo de
cicina D1 é a falha na sua degradagdo, levando ao aumento de sua
estabilidade. A degradacdo da ciclina D1 é regulada pela protedlise
dependente de ubiquitina'®'".

Diferentes vias proteoliticas dependentes de ubiquitina utilizam enzimas
conjugadas a ubiquitinas distintas, que s&o estruturalmente similares,
associadas com subunidades de reconhecimento das proteinas que carregam
um sinal particular de degradacdo. A enzima que conjugada adiciona a
ubiquitina a um residuo de lisina de uma proteina-alvo, e posteriormente,
adiciona uma série de ubiquitinas adicionais, formando uma cadeia multi-
ubiquitinada, que seria reconhecida por uma proteina receptora especifica no

proteassoma'®"?

. A cadeia multi-ubiquitinada €& ligada covalentemente a
proteina alvo através de cascata de trés enzimas: a ubiquitina-ativadora (E1), a
ubiquitina-conjugadora (E2) e uma ubiquitina-ligase (E3). Atuando no ultimo
estagio desta cascata, as ubiquitina-ligases E3 funcionam como um
componente central da via de ubiquitinagado, catalisando a transferéncia final de
ubiquitina da E2 ao substrato "', A ligagdo entre as proteinas E2 e E3 é feita
através de um fragmento protéico chamado proteina “RING”. A proteina SCF
(SKP1-CUL1(CDC53)-E-box) e o complexo promotor da anafase (APC) sao os
dois maiores complexos ubiquitina-ligase que regulam protedlise mediada por
ubiquitina durante G1/S e a anafase, e contém as proteinas “RING” ROC1 e

APC11, respectivamente 1820,

Estudos demonstraram o papel da proteina SCF-ROC1 na ubiquitinagao
das ciclinas D1 e também das ciclinas D2 e D3 em humanos, mostrando que

essa proteina tem papel importante na regulacdo da protedlise das
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ciclinas'%1:?1

, porém nao ha trabalhos na literatura mostrando o padrao de
expressao imuno-histoquimica da proteina ROC1 ou comparando a expressao
desta proteina com a expressao da proteina ciclina D1 em melanomas ou em

outros tumores.

Desde que, os niveis de expressao das ciclinas D estao relacionados ao
potencial de malignidade e ao prognéstico dos melanomas, tentativas de
entender 0 mecanismo que rege a superexpressao destas ciclinas é importante
para o desenvolvimento de terapéuticas para melanomas que superexpressam

ciclinas do tipo D.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a relagdo entre a expressao

das proteinas ROC1 e ciclina D1 em melanomas cutaneos.

MATERIAL E METODOS
Grupos de estudo

Realizou-se um estudo transversal e analitico no periodo de 1991 a
2008, onde foram selecionados 62 casos de melanomas primarios de pele
divididos em quatro grupos: 15 casos de melanomas até 1 mm de espessura
(Grupo 1), 15 casos de melanomas entre 1 e 2 mm (Grupo 2), 15 casos de
melanomas entre 2 e 4 mm (Grupo 3) e 17 casos de melanomas maiores de 4
mm (Grupo 4). Um total de 58 casos diagnosticados como nevos melanociticos
compostos foi utilizado como controle (Grupo 5). Foram excluidos os casos de
melanomas originados em nevos melanociticos e casos com regresséo

histologica.
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Imuno-histoquimica

A coloracado imuno-histoquimica foi realizada em cortes histologicos de
4um de espessura, dispostos em laminas histoldgicas previamente tratadas
com o aderente poli-D-lisina, seguindo a técnica do ABC brevemente descrita a
seguir. Primeiramente, realizou-se desparafinizacdo em xilol seguida de
hidratagcdo em solugdo aquosa de alcool etilico e lavagem com agua. Apés o
bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada a 35% por dez minutos,
os cortes histolégicos foram colocados em solugao de acido citrico a 0.001M,
pH 6 e submetidos a temperatura de 121°C em ambiente de microondas por 15
minutos para a recuperagdo antigénica. Apds periodo de 20 minutos de
resfriamento, incubaram-se os anticorpos primarios ROC1 (clone RB-069-P,
LABVISION) usado na diluicado de 1/800 e ciclina D1 (clone RBT14, BioSB) a
1/100, por 18 horas a 4°C em camara umida. Apds a lavagem das laminas em
solugdo salina tamponada, foram adicionados o0s reagentes secundario
(Biotinilado anti-mouse Ba 2000 - Vector) e terciario (ABC PK 6100 — Vector),
incubando-os por 60 e 45 minutos, respectivamente. A reacao foi revelada com
DAB (Sigma Co., S Louis, EUA) por cinco minutos e contra corada com
Giemsa®?. Como controle negativo da reagao, omitiu-se a etapa do anticorpo
primario, com continuagcao da reacao de maneira idéntica em todos os demais
passos do procedimento. A pele normal adjacente foi usada como controle
positivo para a imunomarcacao da proteina ROC1 e tecido mamario normal foi
usado para o controle da proteina ciclina D1.

Um esquema de escore semi-quantitativo foi usado para descrever a
coloragao imuno-histoquimica observada. Os nucleos das células sao positivos

ou negativos para ROC1 e ciclina D1. A porcentagem de positividade das
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células tumorais coradas foi quantificada e dividida em quatro categorias: 1 (0 a
25% de células coradas), 2 (26 a 50% de células coradas), 3 (51 a 75% de
células coradas) e 4 (76 a 100% de células coradas).

Para fins comparativos, estabeleceram-se as seguintes relagcbes entre
as expressoes da proteina ROC1 e proteina ciclina D1 (relagdo ROC1/ciclina
D1): 1. aumento de expressdo de ROC1 em relagdo a ciclina D1, quando a
porcentagem de células coradas para ROC1 foi maior que a porcentagem de
células coradas para ciclina D1; 2. expressao proporcional de ambas as
proteinas, quando a porcentagem de células coradas para ROC1 foi igual a
porcentagem de células coradas para ciclina D1; 3. aumento de expressao de
ciclina D1 em relagdo a ROC1, quando a porcentagem de células coradas para
ciclina D1 foi maior que a porcentagem de células coradas para ROC1.
Hibridac&o “in situ” fluorescente (FISH)

Cortes de 4um de espessura de cada bloco de parafina foram
desparafinizados em xilol e posteriormente desidratados em etanol. As laminas
foram colocadas em 2xSSC durante 3 minutos, posteriormente transferidas
para uma cuba com tampao citrato a 98°C durante 10 minutos e posteriormente
lavadas em 2xSSC.

O processo de digestao foi realizado com solugéao de pepsina a 4mg/mL
(Dako Corporation) a 37°C durante 5 minutos numa plataforma de controle de
tempo e temperatura (Spot-Light® Cish™  Hybridizer, Invitrogen).
Posteriormente as laminas foram lavadas em 2xSSC e desidratadas em série
de concentragao crescente de etanol.

Foram adicionados 10ul da sonda LSI® cyclin D1 (11q13) Probe Set

(Vysis®) a cada lamina, as quais foram recobertas com laminulas e seladas
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com cola e aquecidas por 5 minutos a 95°C (fase de desnaturacéo) e
posteriormente por 16 horas a 37°C (fase de hibridacdo) no Spot-Light® Cish™
Hybridizer, Invitrogen.

As laminas foram lavadas em solucao de 2xSSC/0,3% Tween20 a 73°C
durante 5 minutos e a temperatura ambiente por duas vezes, e montadas com
meio de montagem DAPI Vectashield® (Vector) para contra-coloragdo dos
nucleos em azul, e recobertas com laminula.

Foram analisados 60 nucleos de cada amostra, utilizando-se o software
Sistema FISHView/SPOTView (Applied Spectral Imaging, Israel) para
quantificacdo da expressao génica em cada nucleo e para analise da diferenga
de expressao génica dentro de um mesmo tumor.

A sonda LSI® cyclin D1 (11913) Probe Set (Vysis®) € uma sonda dual-
color com marcacéo lécus especifica (gene CCND1) em vermelho e marcagao
do centrbmero do cromossomo 11 (CEP11), onde esta localizado o gene
CCND1.

Foi considerado negativo para aumento da expressao génica quando a
relacdgo CEP11/CCND1 foi menor que 1,8; equivoco quando a relacao
CEP11/CCND1 foi entre 1,8 e 2,2; amplificado quando a relagao
CEP11/CCND1 foi maior que 2,2.

Analise Estatistica

Para a deteccao de diferencas na expressao das proteinas em relacao a
idade, sexo, local da lesao, grupo, tipo de melanoma e medida de Breslow
foram feitos o teste exato de Fisher e teste do Qui-quadrado. Para avaliagédo da
correlacdo entre a expressividade dos marcadores foi usado o coeficiente de

correlacao de Spearman. Todos os testes estatisticos foram realizados ao nivel
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de significancia de a = 0,05.
Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (OF. 79/2007-CEP).

RESULTADOS

A mediana de idade dos pacientes no grupo dos melanomas foi de 60,5
anos (23 a 89 anos) e no grupo dos nevos melanociticos foi de 30,5 anos (4 a
71 anos).

Predominaram os melanomas do tipo extensivo superficial (41,9%)
seguidos por melanomas nodulares (20,9%), lentigo maligno melanoma (19%),
acral lentiginoso (16,6%) e 1 caso inclassificavel.

As expressodes das proteinas ROC1 e ciclina D1 n&o variaram segundo a
idade, sexo ou local da les&o, tanto no grupo dos melanomas quanto no grupo
dos nevos melanociticos (p>0,05).

A expressao da proteina ROC1 esteve associada ao tipo de neoplasia,
benigna ou maligna (p=0,0014), assim como a expressdo da proteina ciclina
D1 (p=0,000). Em 62,1% dos casos (n=36) de nevos melanociticos, a proteina
ROC1 apresentou expressdo em mais de 75% das células e em 87,9% (n=51)
a expressao foi acima de 50% das células (p<0,05). Em contrapartida, a
proteina ciclina D1 apresentou expressao em até 25% das células na grande
maioria dos casos (91,4% - n=53), apenas um caso apresentou positividade
entre 51 a 75% das células e nenhum apresentou positividade acima de 75%

(p<0,05).
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Nos melanomas, a expresséo da proteina ROC1 foi acima de 50% das
células em 45,2% dos casos (n=28) e abaixo de 25% em 27,4% das amostras,
enquanto a expressao de ciclina D1 foi abaixo de 25% das células em 45,2%
(n=28) dos casos e acima de 50% em 35,5% das amostras (n=40) (p<0,05).

Nao houve diferenca estatistica entre as expressbes das proteinas
ROC1 e ciclina D1 e o tipo histolégico dos melanomas (p>0,05).

Embora também nao haja diferenga estatistica entre as expressdes das
proteinas ROC1 e ciclina D1 com relagdo a medida da espessura de Breslow
(p>0,05), observa-se, nos grupos 1, 3 e 4, predominio de casos com expressao
de proteina ROC1 abaixo de 25% das células (entre 33,3 e 35,3% das
amostras) e no grupo 2, predominio de casos com expressdao de ROC1 acima
de 75% das células (66,8%) (Figura 1). Com relacdo a proteina ciclina D1,
houve, também, um predominio de expressao abaixo de 25%, exceto no grupo
4 onde predominou expressao acima de 50% das células (70,6% das
amostras). O grupo 2 nao apresentou nenhum caso com expressao de ciclina
D1 em mais de 75% das células.

Observa-se correlagao significativa e negativa entre a expressao das
proteinas ROC1 e ciclina D1, independente do tipo de neoplasia (benigna ou
maligna) (p=0,0008985). A comparacgéao entre as expressdes da proteina ROC1
e da proteina ciclina D1 nos melanomas e nevos melanociticos estao
representadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Em alguns casos de melanoma, podem ser observadas dentro do
mesmo tumor areas com expressao da proteina ROC1 em mais de 75% das
células e de ciclina D1 em menos de 25% das células, adjacentes a areas com

expressao da proteina ROC1 em menos de 25% das células e de ciclina D1 em
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mais de 75% das células, ndo associada a aumento de expressao génica
(Figura 2).

A relacdo ROC1/ciclina D1 nao variou segundo a idade, sexo ou local da
lesdo, tanto nos melanomas quanto nos nevos melanociticos (p>0,05). O
aumento de expressado da proteina ROC1 em relagao a proteina ciclina D1
predominou em todas as amostras (65% dos casos).

Os nevos melanociticos apresentaram um predominio marcante de
aumento de expressido da proteina ROC1 em relagao a proteina ciclina D1
(86,2% dos casos). Os melanomas também apresentaram predominio de
aumento de expressao da proteina ROC1 em relagdo a proteina ciclina D1,
porém em 45,2% dos casos (p<0,001) (Tabela 3).

Embora, haja um predominio de expressao proporcional de ambas as
proteinas em melanomas acima de 2 mm de espessura e um grande numero
de casos de aumento de expressdo da proteina ciclina D1 em relagdo a
proteina ROC1 nos casos com mais de 4mm de espessura (35,3%), ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0,166).

Os melanomas acrais lentiginosos foram os unicos que apresentaram
grande numero de casos (40%) com aumento de expressao da proteina ciclina
D1 em relacdo a proteina ROC1; em contrapartida, também foram os que
apresentaram maior numero de casos com aumento de expressao da proteina
ROC1 em relagdo a proteina ciclina D1 (50%). Nao houve diferenga
estatisticamente significante entre a relacdo ROC1/ciclina D1 e os tipos
histolégicos de melanoma (p=0,605).

Seis casos apresentaram amplificagdo do gene CCND1 (cinco

melanomas e um nevo melanocitico), sendo que quatro destes apresentaram
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amplificacdo apenas focal. Os dois casos amplificados globalmente eram
melanomas dos tipos acral lentiginoso e nodular, ambos apresentavam medida
de Breslow maior que 4 mm; o melanoma acral lentiginoso expressou ciclina
D1 entre 51 a 75% de suas células e nodular em mais de 75% das células e a
expressdo da proteina ROC1 em ambos foi em menos de 25% das células
(Figura 3). Trés casos amplificados focalmente eram melanomas, dois
extensivos superficiais e um LMM, a medida de Breslow foi menor que 1 mm
em um caso, entre 1,1 e 2 mm em outro e entre 2,1 e 4mm no terceiro caso.
Destes casos com amplificacao focal, dois apresentaram positividade de ciclina
D1 entre 51 a 75% das células e um em menos de 25% delas, e expressao da
proteina ROC1 entre 51 a 75% das células em dois casos e maior que 75% em
um caso.

O quarto caso amplificado focalmente foi um nevo melanocitico,
localizado na regido genital, que mostrou expressdo da proteina ciclina D1
entre 51 a 75% das células associada a expressao de proteina ROC1 entre 26
a 50% das células (Figura 4), o qual foi o unico nevo melanocitico a apresentar
aumento de expressao de ciclina D1 em relagdo a ROCA1.

A maioria dos casos de melanomas amplificados (focal ou globalmente)
apresentou expressao proporcional de ambas as proteinas (40% dos casos) e
aumento de expressao de ciclina D1 em relagdo a ROC1 (40% das amostras).
Entre os casos de melanomas ndo amplificados, 50% daqueles que
apresentaram expressao de ciclina D1 em mais de 50% das células mostraram
expressédo de proteina ROC1 em menos de 25% delas (Figura 5) e 43,7%
apresentaram expressado da proteina ROC1 em mais de 50% das células. A
amplificagdo do gene CCND1 ndo teve associagcdo com a relagao entre as

expressodes das proteinas (p=0,500).
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DISCUSSAO

A proteina “RING” ROC1 (RING of Cullins), também chamada Rbx1 e
Hrt1, é bastante estavel, sendo subunidade essencial da proteina SCF
ubiquitina-ligase’"®.  Pertence a subclasse C3H2C3 (ou RING-2) das
proteinas “RING”. Foi inicialmente isolada em leveduras®* e purificada
bioquimicamente como componente comum do complexo SCF de humanos e

2527 "o do complexo supressor tumoral von Hippel-Lindau (CBCY" ou

leveduras
Cul2-Elongin BC-VHL)"7"%2°,

A proteina ROC1 é codificada pelo gene humano Rbx1, composto por
cinco exons, localizado no cromossomo 22q 13 *°. Mutacdes pontuais em
apenas um aminoacido no dominio da proteina ROC1 sido capazes de inativar

11232431 E um mediador da

completamente a atividade da ubiquitina-ligase
degradacdo de substratos protéicos requeridos para progressdo do ciclo
celular, transducdo de sinal, para execucdo de atividades supressoras
tumorais® e tem papel importante na marcacgdo da ciclina D1 para que esta
seja reconhecida pelo proteassoma e assim degradada'®'"?'.

Neste estudo, a expressao da proteina ROC1 esta relacionada ao tipo
de neoplasia (benigna ou maligna). A maioria dos nevos melanociticos
apresentou expressado da proteina ROC1 em mais de 50% das células e em
apenas um caso expressao em menos de 25% das células, enquanto os
melanomas apresentaram grande numero de casos com expressdao de ROC1
em menos de 25% das células, mostrando uma deficiéncia desta proteina em
melanomas. Porém, ndo se observou relacao entre a expressao da proteina

ROC1 e a medida da espessura de Breslow ou com o tipo histolégico de

melanoma. A expressao da proteina ciclina D1 também esteve relacionada ao
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tipo de neoplasia. Nos casos de melanomas, a expressado desta proteina nao
esteve associada a medida da espessura de Breslow nem ao tipo histolégico
destes tumores.

Embora, ndo se tenha detectado correlagao significativa entre a medida
da espessura de Breslow e a expressao das proteinas ROC1 e ciclina D1, foi
observado predominio de maior expressdo da proteina ROC1 em melanomas
entre 1,01 e 2mm de espessura e de proteina ciclina D1 em melanomas
maiores que 4mm. Melanomas com medida de Breslow entre 1,01 € 2mm sao
aqueles onde se pode observar inicio da fase vertical de crescimento da
neoplasia; o aumento de ROC1 em tumores com esta espessura pode ser
justificado como uma tentativa do hospedeiro em conter a progressao da leséo.
Da mesma forma, maior expressdo de ciclina D1 em melanomas acima de
4mm de espessura pode ser interpretada como indicativo de proliferagao
descontrolada dos tumores mais espessos em franca fase tumorigénica.

Observou-se correlagao significativa e negativa entre a expressao de
ambas as proteinas nos casos estudados. Quando a expressdo de uma das
proteinas esta aumentada a da outra esta diminuida e vice-versa. Este fato fica
evidente, quando observamos em alguns melanomas &areas com grande
expressao da proteina ROC1 e baixa de ciclina D1 ao lado de areas com
grande expressao de ciclina D1 e baixa de ROC1, evidenciando a presencga de
diferentes clones celulares nestas lesdes, conforme observado na microscopia
Optica.

Amplificacdo do gene CCND1 em nevos melanociticos é rara, assim
como o aumento de expressao de ciclina D1 2. De forma inusitada, um caso

de nevo melanocitico deste estudo, mostrou amplificagcdo focal do gene
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CCND1 e apresentou a maior expressao de ciclina D1 entre todos os casos de
nevos melanociticos (entre 51 a 75% das células marcadas), associada a
expressao diminuida de ROC1 (entre 26 a 50% das células marcadas). Trata-
se de um nevo melanocitico da regidao genital, em paciente feminino, de 20
anos de idade. As particularidades observadas foram atividade juncional e
celularidade intensas e areas com células morfologicamente distintas,
contiguas umas as outras, a semelhanga de clones. A interpretagdo de um
caso isolado é dificil, porém uma possibilidade para explicar a diminuicéo
parcial de ROC1 seria o consumo desta proteina para degradagao da ciclina
D1 aumentada numa lesdao em fase proliferativa.

Neste estudo, os dois melanomas amplificados globalmente mostraram
expressao de ciclina D1 em mais de 50% das células e expressao de proteina
ROC1 em menos de 25% delas. A maior diminuicdo de expressdo de
expressao de ROC1 nos melanomas amplificados em comparagcdo ao nevo
amplificado, sugere uma deficiéncia desta proteina nos melanomas e néo
apenas consumo para marcagcao da ciclina aumentada. Esta hipotese é
corroborada pelo fato dos melanomas amplificados focalmente néo
apresentarem diminuicdo importante da proteina ROC1 mesmo em face do
aumento da proteina ciclina D1, e de casos ndo amplificados que apresentaram
aumento de expressao de ciclina D1 e diminuigéo significativa de ROC1.

A relagdo ROCH1/ciclina D1 esta associada ao tipo de neoplasia. Os
nevos melanociticos apresentam predominio de aumento da expressdo da
proteina ROC1 em relagéo a proteina ciclina D1 (86,2% dos casos), enquanto
os melanomas apresentam aumento de ROC1 em relacdo a ciclina D1 em

45,2% dos casos. O unico caso de nevo melanocitico que mostrou aumento da
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expressao de ciclina D1 em relagao a ROC1, apresentava amplificagao focal do
gene CCND1, diferente dos melanomas que na maioria dos casos de aumento
de ciclina D1 em relacado a ROC1 nao apresentava amplificacdo génica
(85,7%). Este fato e a auséncia de associagao entre a relagdo ROC1/ciclina
D1 e amplificacdo génica, observada neste estudo, suportam a idéia da
deficiéncia de ROC1 nos melanomas como parte dos fendmenos responsaveis
pelo aumento da ciclina D1.

A amplificacdo do gene CCND1 é mais comum nos melanomas acrais
lentiginosos seguidos pelos melanomas extensivos superficiais. Nos primeiros,
a amplificacdo pode aparecer precocemente, antes mesmo da fase “in situ” da
neoplasia, diferente dos outros tipos de melanoma que apresentam
amplificacdo mais tardiamente, durante sua progresséoe'g. Neste estudo,
porém, mesmo 0s melanomas acrais lentiginosos apresentando o maior
numero proporcional de casos de aumento de ciclina D1 em relacdo a ROC1
(40%), a relacdo ROC1/ciclina D1 ndo esteve associada ao tipo histologico de
melanoma, bem como ndo esteve associada a medida da espessura de
Breslow. Tal fato mostra que a alteracdo na expressao da proteina ROC1 pode
ser evento da oncogenése de melanomas nao relacionado ao tipo histoldgico.
Mesmo nao ocorrendo correlacédo entre a relacdo ROC1/ciclina D1 e a medida
de Breslow, o grande numero de casos com aumento de expressao da proteina
ROC1 em relacdo a ciclina D1, entre os melanomas com medidas menores que
2mm de espessura, pode mostrar uma fase onde a resposta do hospedeiro
ainda é eficaz na tentativa de conter a progressao tumoral.

Dos 20 casos de melanomas com expressao proporcional de ambas as

proteinas (32,3%), apenas dois apresentaram amplificacdo focal do gene
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CCND1. Entre os casos de nevos melanociticos, seis tinham expressao
proporcional de ambas as proteinas (10,3%) e nenhum destes apresentou
amplificacdo génica. Os nevos melanociticos com relagdo proporcional e nao
amplificados apresentaram expressdo de ciclina D1 em menos de 25% das
células e na maioria dos casos expressédo de ROC1 entre 26 a 50% das
células, diferente dos melanomas que em apenas cinco casos apresentaram
expressao de ciclina D1 em menos de 25% das células e em seis casos
apresentaram expressao de ciclina D1 em mais de 50% das células associada
a expressao de ROC1 também em mais de 50% das células. Este dado mostra
que nos nevos melanociticos, embora em alguns casos haja diminuicdo da
expressdao de ROC1, ndo ha alteracdo da expressdo de ciclina D1,
possivelmente por haver um predominio de controle génico da expressao de
ciclina D1. Nos melanomas, o0 mecanismo regulador da expressao de ciclina D1
pode ser outro além do aumento da expressdao génica e da falha de
ubiquitinagao, podendo envolver deficiéncia de outras proteinas envolvidas na

ubiquitinagao das ciclinas, como as cullins.

CONCLUSOES

A maioria dos nevos melanociticos expressa proteina ROC1 em mais de
75% das células, e a deficiéncia de sua expressdo esta associada aos
melanomas cutaneos.

A expressdo da proteina ROC1 esta correlacionada negativamente a
expressao da proteina ciclina D1 nos melanomas cutaneos, mostrando sua
importancia para degradacgéao da ciclina D1 nestes tumores.

A relacdo de expressao ROCH1/ciclina D1 esta associada ao tipo de
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neoplasia, predominando nos nevos melanociticos o0 aumento de expresséo da
proteina ROC1 em relacao a proteina ciclina D1 e nos melanomas cerca de um
quarto dos casos apresentam aumento de expresséo da proteina ciclina D1 em
relacado a proteina ROCA1.

Tanto a expressdo da proteina ROC1 quanto a relagdo entre as
expressoes das proteinas ROC1 e ciclina D1 ndo estdo associadas a medida
da espessura de Breslow ou ao tipo histolégico de melanoma, porém estudos
com um maior numero de casos, de melanomas com espessura entre 1,01 e
2mm e de melanomas acrais lentiginosos, serdo importantes para interpretar
corretamente a eventual associacdo com estes parametros.

Estudos dirigidos para melhor compreensao das causas da diminuigao
da expressao da proteina ROC1 em melanomas cutaneos, que podem ser
responsaveis pelo aumento de expressdo de ciclina D1, contribuirdo para

pesquisas de novas terapéuticas para estes tumores.
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TABELAS

Tabela 1 — Comparacéao entre as expressdes de proteina ROC1 e de proteina

ciclina D1 nos melanomas (n=62).

Expressao da proteina ciclina D1

DeOa De 26 a De5la Acimade
2506 (%) 50% (%) 75% (%)  75% (%)
417 2117 717 4117
De0a25%  o350) (11,7%) (587%)  (23.5%)
_ 2/5 2/5 1/5
Eﬁrﬁ)ﬁ?ﬁa e (4%) (g%) 33/152 (i%))
5
ROCI DedLa7d%  a16%)  (25%)  (25%) (8,4%)
| 17/28 5/28 3/28 3/28
Acimade 75% 50700y (17.9%)  (10.7%)  (10,7%)
Total (%) 28/62  12/62 1362 9/62
0 (452%) (19,3%)  (21%) (14,5%)
0=0,008.

Tabela 2 — Comparacao entre as expressdes de proteina ROC1 e de proteina

ciclina D1 nos nevos melanociticos (n=58).

Expressédo da proteina ciclina D1

De0Oa De 26 a Debla Acimade
25% (%) 50% (%) 75% (%) 75% (%)
De 0 a 25% (18610/) 0/1 (07K 07k
Expressao 56 ° 16
1 0,
g%pc):rlotelna De 26 a 50% (83.3%) 0/6 (16.7%) 0/6
14/15 1/15
De 51 a 75% (93,3%) (6.7%) 0/15 0/15
. 33/36 3/36
Acima de 75% (91,6%) (8,4%) 0/36 0/36
53/58 4/58 1/58
0,
Total (%) (91,4%) (6.9%) (1,7%) 0/58

p<0,05.
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Tabela 3 — Relacdo entre as expressdes de proteina ROC1 e de proteina

ciclina D1 e o tipo neoplasia (n=120).

Relacdo ROC1/ciclina D1

Aumento de ~ Aumento de
expressao de Expressao expressao de
proporcional o
ROC1 em d b ciclinaD1 em
relacdo a € ambas as relacéo a
ciclinaD1 (%) Proteinas (%) poy (o)
Nevo 50/58 7/58 1/58
melanocitico (86,2%) (12,1%) (1,7%)
Melanoma 28/62 20/62 14/62
(45,2%) (32,3%) (22,6%)
78/120 27/120 15/120
o)
Total (%) (65,0%) (22,5%) (12,5%)
p<0,001
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FIGURAS
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Figura 1 - Expressao da proteina ROC1 nos melanomas, divididos segundo a

medida da espessura de Breslow (n=62). p>0,05.
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Figura 2 — Caso 1.13 - Melanoma extensivo superficial — A — Area 1
(Hematoxilina-eosina). B — Area 1 - expressdo de proteina ROC1 em mais de
75% das células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION). C — Area 1 - expressdo de ciclina D1 em menos de 25% das
células (imunomarcagao com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB). D
— Area 2 (Hematoxilina-eosina). E — Area 2 - express&o de proteina ROC1 em
menos de 25% das células (imunomarcagao com anticorpo anti-ROC1, clone
RB-069-P, LABVISION). F — Area 2 - expresséo de ciclina D1 em mais de 75%
das células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14,

BioSB). Aumento de 400x.
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Figura 3 — Caso 4.4 — Melanoma nodular. A — Hematoxilina-eosina (aumento
de 100x). B - Expressao de proteina ROC1 em menos de 25% das células
(imunomarcagao com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION)
(aumento de 100x). C — Expressao de ciclina D1 acima de 75% das células
(imunomarcagao com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB) (aumento
de 100x). D — Aumento do numero de cépias do gene CCND1 (FISH — gene

CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de 1000x).
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Figura 4 — Caso 5.56 — Nevo melanocitico. A — Hematoxilina-eosina (aumento
de 100x). B - Expressdo de proteina ROC1 entre 26 a 50% das células
(imunomarcagao com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION)
(aumento de 100x). C — Expresséo de ciclina D1 entre 51 a 75% das células
(imunomarcagao com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB) (aumento
de 100x). D — Area com aumento do nimero de cépias do gene CCND1 (FISH
— gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de

1000x).
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Figura 5 — Caso 4.15 — Melanoma acral lentiginoso. A — Hematoxilina-eosina
(aumento de 100x). B - Expresséo de proteina ROC1 em menos de 25% das
células (imunomarcagdo com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P,
LABVISION) (aumento de 400x). C — Expresséo de ciclina D1 em mais de 75%
das células (imunomarcacdo com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14,
BioSB) (aumento de 100x). D — Numero normal de coépias do gene CCND1
(FISH — gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de

1000x).

88






Gisele Alborghetti Nai
O possivel papel da proteina ROC1 na expressao da proteina ciclina D1 em melanomas cutaneos

A maioria dos nevos melanociticos expressa proteina ROC1 em mais de
75% das células, e a deficiéncia de sua expressdo esta associada aos
melanomas cutaneos.

A expressdo da proteina ROC1 esta correlacionada negativamente a
expressao da proteina ciclina D1 nos melanomas cutaneos, mostrando sua
importancia para degradacgéao da ciclina D1 nestes tumores.

A relacao de expressao ROCH1/ciclina D1 esta associada ao tipo de
neoplasia, predominando nos nevos melanociticos o0 aumento de expressao da
proteina ROC1 em relacéo a proteina ciclina D1 e nos melanomas cerca de um
quarto dos casos apresentam aumento de expressao da proteina ciclina D1 em
relagao a proteina ROC1.

Tanto a expressdo da proteina ROC1 quanto a relacdo entre as
expressoes das proteinas ROC1 e ciclina D1 ndo estdo associadas a medida
da espessura de Breslow ou ao tipo histolégico de melanoma, porém estudos
com um maior numero de casos, principalmente de melanomas acrais
lentiginosos, serdo importantes para definir corretamente a associagao ou nao

com o tipo histoldgico.
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Estudos que avaliem a causa da diminuicao da expressao da proteina
ROC1 em melanomas cutaneos, o que pode acarretar no aumento de
expressao de ciclina D1, poderado contribuir para pesquisa de novas propostas

terapéuticas para estes tumores.
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Anexo 1 — Aprovacdo para realizagdo do trabalho pelo Comité de Etica em

pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

il
oy Universidade Estadual Paulista
ar
Unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n® - Botucatu —S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 Registrado no Ministério da Satde em 30 de
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br abril de 1997

Botucatu, 02 de abril de 2.007 OF. 79/2007-CEP

[lustrissima Senhora

Prof*. Dr®Maridngela Esther Alencar Marques
Departamento de Patologia

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr® Maridn gela,

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa *O possivel
papel da proteina ROC-1 na expressdo da proteina ciclina D1 em melanomas cutineos”, a ser
conduzido por Gisele Alborghetti Nai, orientada por Vossa Senhoria, recebeu do relator
parecer favoravel, aprovado em reunidio de 02 de abril de 2.007.

Situagdo do Projeto: APROVADO.

OBS: Ao final da execugdo deste projeto, deverd ser apresentado ao CEP “Relatorio Final de
Atividades . <

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

