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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 são impossíveis... Ora,  

Isso não é motivo para não querê-las.  

Que tristes os caminhos se não fora 

A mágica presença das estrelas." 

(Mário Quintana) 
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Melanócitos são células derivadas da crista neural que sintetizam 

melanina, pigmento responsável pela coloração da pele. São células 

polidendríticas, localizadas principalmente no estrato basal da epiderme, 

unidade pilo-sebácea e ductos sudoríparos. A melanina é sintetizada em 

organelas especiais, conhecidas por melanossomos e doada aos 

queratinócitos epidérmicos através dos prolongamentos dendríticos1,2 (Figura 

1).  

 

Figura 1 - Esquema da localização do melanócito na epiderme (Fonte: Nestle & Kerl, 20051). 

 

Melanócitos podem dar origem à neoplasias benignas e malignas que 

diferem na sua aparência clínica e histológica e principalmente no 

comportamento biológico2. Os tumores melanocíticos benignos são chamados 

nevos melanocíticos. A transformação maligna dos melanócitos dá origem ao 

melanoma, neoplasia altamente agressiva. A incidência desse tipo de tumor em 

toda a população mundial está crescendo numa taxa anual suficiente para que 

essa seja dobrada a cada década3,4.  
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O melanoma cutâneo é menos freqüente do que os outros tumores de 

pele (basocelulares e de células escamosas), no entanto, sua letalidade é mais 

elevada. A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que, anualmente, 

ocorram cerca de 132 mil casos novos desse câncer no mundo, e, que a 

prevalência seja de cerca de 2,5%. Sua incidência 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 região Sul5.  

O prognóstico do melanoma de pele pode ser considerado bom, se 

detectado nos estadios iniciais. Nos últimos anos, houve uma grande melhora 

na sobrevida dos pacientes com esse tipo de câncer, principalmente devido à 

detecção precoce do mesmo. A média mundial estimada de sobrevida em 

cinco anos é de 69%. Nos países desenvolvidos, a sobrevida média estimada 

em cinco anos é de 73%, enquanto, nos países em desenvolvimento, a 

sobrevida média é de 56% 5. 

Os melanomas cutâneos apresentam duas fases distintas de 

crescimento: radial e vertical. O crescimento radial significa crescimento 

horizontal no interior das camadas epidérmica e dérmica papilar, por período 

de tempo, geralmente prolongado. Durante este estágio, as células 

componentes do melanoma não têm capacidade de metastatizar. Com o 

decorrer do tempo variável, o padrão de crescimento assume um componente 

vertical, no qual o melanoma agora cresce em profundidade, penetrando nas 

camadas dérmicas de forma expansiva, tumorigênica6 (Figura 2). Esse evento 

é anunciado, clinicamente, pelo desenvolvimento de uma elevação 

representada por pápula ou nódulo sobre a lesão anteriormente plana, que 

coincide com o aparecimento de um clone de células com verdadeiro potencial 

metastático6. 
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Figura 2 - Esquema de progressão dos melanomas cutâneos (Fonte: Hsu et al., 20026). RGP: 

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

 

A apresentação clínica e histológica do melanoma pode variar 

significantemente. A classificação proposta separa os melanomas em 

melanoma extensivo superficial (ES), lentigo maligno melanoma (LMM), 

melanoma nodular (MN)7,8 e melanoma acral lentiginoso (AL)9. O critério 

proposto para esta classificação foi baseado na presença e no padrão de 

crescimento da fase radial10 do melanoma: 1. ES: padrão chamado pagetóide 

com melanócitos solitários ou em ninhos esparsos ao longo da epiderme 

(Figura 3A); 2. LMM e AL: padrão lentiginoso com melanócitos solitários ao 

longo da junção dermo-epidérmica (Figuras 3B e 3C); 3.  MN: melanoma 

invasivo sem fase de crescimento radial identificada (Figura 3D). Estes padrões 

histológicos mostram alguma correlação com a localização anatômica (ES e 

NM no tronco e extremidades, LMM na face e AL nas palmas, solas e região 

subungueal), padrão de exposição solar (aguda e intermitente para ES e MN, 

crônica para LMM e sem associação nos AL) e idade do paciente (ES e NM 

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

em pacientes acima de 60 anos)4. 
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Figura 3 - Desenho esquemático dos tipos histológicos de melanoma cutâneo. A – Extensivo 

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

(Fonte: Marques, 200610). 

 

Na tentativa de prover ao cirurgião as informações pertinentes do 

paciente, para que possam ser tomadas as mais apropriadas decisões, o 

patologista deve incluir todas as características histopatológicas importantes 

para o prognóstico11. Dessa forma, no laudo histopatológico dos melanomas é 

importante constar à localização e a medida macroscópica da lesão, a fase de 

crescimento, a intensidade do infiltrado linfocitário, o nível de invasão da derme 

(nível de Clark), a medida da espessura de Breslow, o índice mitótico, presença 

de regressão histológica, de ulceração e de lesões satélites10. O fator 

prognóstico isolado mais importante dos melanomas é a medida da espessura 

de Breslow, que é realizada no local de maior invasão microscópica1 (Figura 4). 

Outro fator prognóstico isolado de grande importância é o índice mitótico12-14, o 

qual tem sido considerado como fator preditivo de positividade em linfonodos 

sentinelas15. 

A 
B 

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

 

A última classificação TNM da AJCC (American Joint Comittee on 

Cancer) para estadiamento de melanomas cutâneos, realizada em 2001, 

baseia-se nas características do tumor na medida de Breslow e presença de 

ulceração, mostrando a importância desta medida no prognóstico destes 

tumores16. 

A aquisição de anormalidades no ponto de checagem G1/S parece ser o 

passo mais crucial na gênese e progressão dos melanomas17-19. A inativação 

das vias da  pRB e p53 na transição G1/S é requisito fundamental para gênese 

da maioria dos cânceres humanos, incluindo o melanoma19. 

A característica do desenvolvimento dos tumores sólidos é a aquisição 

de múltiplos defeitos genéticos envolvendo genes supressores tumorais e 

ativação de oncogenes. Em melanomas cutâneos, deleções e rearranjos não 

randomizados são vistos em diversas regiões cromossômicas, incluindo 1p, 7q, 

9p, 10q e 11q 20, e amplificações, indicando áreas de oncogenes potenciais, 

são vistas em 4q12, 5p14.3-pter, 7q33-qter, 8q12-13, 11q13.3-14.2 e 17q25 21. 
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A região mais freqüentemente amplificada em todos os tipos de melanomas é 

do cromossomo 11q13 4,21, que contém o gene da ciclina D1, mas com fraca 

associação entre o número de cópias gênicas e a espessura do tumor21. 

 

A proteína ciclina D1 e melanomas cutâneos 

A regulação da proliferação celular é o evento chave no 

desenvolvimento normal, nas respostas à agressão celular e na tumorigênese. 

A progressão ordenada das células por meio da regulação do ciclo celular 

depende do balanço entre as concentrações de ciclina ativada e de quinases 

ciclina-dependentes (cdk)22. A ciclina D1 decodifica a subunidade reguladora 

de uma holoenzima, que fosforila e inativa a proteína do retinoblastoma (pRB) 

e promove a progressão para a fase G1/S do ciclo celular (Figura 5).  

A amplificação ou expressão exagerada de ciclina D1 desempenha um 

papel importante na tumorigênese23 em vários cânceres humanos, incluindo os 

mamários, linfomas, cólon retal e nos melanomas, e pode ocorrer por vários 

mecanismos17. Embora a maioria dos melanomas primários expresse altos 

níveis de ciclina D1, quando comparado com lesões melanocíticas benignas, 

essa proteína tem seu papel questionado no desenvolvimento do fenótipo 

metastático22,24-26, mas o aumento de sua expressão é um evento crucial que 

leva a progressão dos melanomas27, com alguns trabalhos mostrando 

associação do aumento de expressão de ciclina D1 com altas taxas de 

proliferação nos melanomas28,29. Alonso et al.18 encontraram maior expressão 

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

no estágio metastático.  
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Figura 5 - Diagrama representando as vias do p53 e pRB e sua regulação no ciclo celular e 

apoptose. As setas indicam o efeito positivo e as barras em T indicam o efeito negativo (Fonte: 

Li et al, 200619). 

Lesões melanocíticas benignas raramente mostram positividade para 

ciclina D1 ou padrão característico com expressão predominante no 

compartimento juncional2,29. Provavelmente, a falha na regulação da 

superexpressão de ciclina D1 nos melanócitos promova proliferação celular e 

previna a diferenciação29. Embora a ciclina D1 seja um promotor de 

crescimento bem conhecido, ela pode também funcionar como fator de 

sobrevivência para as células tumorais17,30. 

A degradação da ciclina é tão importante para o término da mitose 

quanto sua síntese para o início. Normalmente, a ciclina é destruída 

rapidamente por proteólise na transição metáfase-anáfase. Este processo 

requer uma seqüência-sinal na cadeia polipeptídica da ciclina que conduz a 

degradação pelo fornecimento de um sítio de ligação para ubiquitina31. 
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A retirada dos mitógenos mantém as células estagnadas em G1 

primariamente pela cessação da síntese de ciclinas do tipo D. A 

superexpressão de ciclinas do tipo D pode permitir a entrada anormal da célula 

no ciclo celular.  

Dois principais mecanismos, a amplificação gênica da ciclina D1 e o 

aumento da estabilidade protéica da ciclina D1, têm sido associados com 

oncogênese em diferentes tipos de cânceres humanos32.   

A ciclina D1 é uma proteína nuclear codificada pelo gene CCND1, 

localizado no cromossomo 11q13. A amplificação do gene CCND1 tem sido 

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

freqüente nos outros subtipos de melanomas17,30. A amplificação 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 amplificação mais tardiamente, durante sua progressão30,33.  

Todos os casos de melanomas com aumento no número de cópias do 

gene CCND1 mostraram expressão exagerada de ciclina D1, porém, 

aproximadamente 25% dos melanomas com expressão exagerada de ciclina 

D1 apresentaram número normal de cópias do gene CCND1, sugerindo que os 

níveis de expressão da ciclina D1 são modulados por outros mecanismos, não 

somente por cópias gênicas17,19,33.  

A estabilidade protéica da ciclina D1 é normalmente regulada por 

proteólise dependente de ubiquitina32,34.  
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Proteólise mediada por ubiquitina 

A maioria das proteínas que são degradadas no citosol é transferida para 

grandes complexos de proteínas, denominados proteassomas, que estão 

presentes em muitas cópias, por toda célula. Cada proteassoma consiste de 

um cilindro central, formado a partir de proteases múltiplas distintas na sua face 

interna e de grandes complexos bloqueadores protéicos na extremidade. 

Acredita-se que esses bloqueadores protéicos selecionam as proteínas para 

destruição, ligando-se a elas e empurrando-as para dentro da câmara interna 

do cilindro, onde múltiplas proteases degradam as proteínas em pequenos 

peptídeos que são liberados no citoplasma da célula. Os proteassomas atuam 

sobre as proteínas que foram especialmente marcadas para destruição, pela 

ligação covalente de uma pequena proteína, denominada ubiquitina31. 

A proteólise dependente de ubiquitina e subseqüente degradação pelo 

proteassoma de enzimas regulatórias controla a estabilidade protéica e tem um 

papel importante na regulação de um amplo espectro de processos biológicos, 

incluindo entrada no ciclo celular, transcrição e transdução de sinal35-39.  

Diferentes vias proteolíticas, dependentes de ubiquitina, utilizam 

enzimas conjugadas a ubiquitinas distintas, que são estruturalmente similares, 

associadas com subunidades de reconhecimento das proteínas que carregam 

um sinal particular de degradação. A enzima conjugada adiciona a ubiquitina a 

um resíduo de lisina de uma proteína-alvo, e posteriormente, adiciona uma 

série de ubiquitinas, formando uma cadeia multi-ubiquitinada, que será 

reconhecida por uma proteína receptora específica no proteassoma31,40. A 

cadeia multi-ubiquitinada é ligada covalentemente a proteína alvo através de 

cascata de três enzimas: a ubiquitina-ativadora (E1), a ubiquitina-conjugadora 
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(E2) e uma ubiquitina-ligase (E3). Atuando no último estágio desta cascata, as 

ubiquitina-ligases E3 funcionam como um componente central da via de 

ubiquitinação, catalisando a transferência final de ubiquitina da E2 ao substrato, 

e governando a especificidade e o tempo da reação modificada (Figura 6)35,37-

38,40,41.  

 

As proteínas “RING” 

A ligação entre as proteínas E2 e E3 é feita através de um fragmento 

protéico chamado proteína “RING”, uma estrutura conservada ao longo da 

evolução, encontrada em mais de 200 proteínas, na qual duas alças de 

aminoácidos, cujas extremidades são unidas nas bases por oito cisteínas ou 

resíduos de histidinas, que se ligam a dois íons de zinco. Muitas proteínas 

“RING” participam da ubiquitinação e são essenciais para a atividade 

ubiquitina-ligase42,43. 

Existe um grande número de proteínas “RING” em todos eucariotos e 

mais de 350 no genoma humano. Ambos, comprimento e seqüência das 

cisteínas e histonas variam significativamente entre as diferentes proteínas 

“RING”. Baseado no arranjo dos resíduos de cisteínas e histidinas, as 

proteínas “RING” podem ser classificadas em três subclasses: C3H2C3 (ou 

RING-2), C3HC4 (ou RING-HC) e menos frequentemente C2H2C4 43. 
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Figura 6 - Proteólise mediada por ubiquitina (Fonte: www.genome.jp/kegg58). 
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O complexo SCF 

A proteína SCF (SKP1-CUL1(CDC53)-F-box) e o complexo promotor 

da anáfase (APC) são os dois maiores complexos ubiquitina-ligase que 

regulam proteólise mediada por ubiquitina durante G1/S e a anáfase, e 

contêm as pequenas proteínas “RING” ROC1 (RING of Cullins) e APC11, 

respectivamente32,44-46. O complexo ubiquitina-ligase SCF é composto por 

quatro subunidades maiores, Skp1, Cul1, Rbx1/ROC1 e uma das muitas 

proteínas F-box (Figura 6)45. 

As proteínas SCF ubiquitina-ligases incluem um membro da família 

das proteínas F-box (assim chamadas pois a ciclina F foi uma das primeiras 

proteínas em que este fragmento foi identificado), as quais servem para 

reconhecer e recrutar a proteína-alvo47. As proteínas F-box estão ligadas ao 

módulo CUL1/ROC1 pela proteína adaptadora Skp1 (proteína associada a 

quinase da fase S – 1)41,48,49. As cullins (CUL) são uma família de proteínas, 

conservadas durante a evolução, que agregam a grande família das ligases 

E3 dependentes de cullins (CDL). Todas as cullins contêm um domínio 

carboxi-terminal, de aproximadamente 100 aminoácidos, que se liga às 

pequenas proteínas ROC1 e APC11 35,50. 

O controle da formação do complexo SCF é feito através da proteína 

Cand1, que inibe sua formação, prevenindo o acesso da Skp1 e das 

proteínas F-box a fração CUL1-ROC1, assim evitando a ubiquitinação das 

proteínas pela F-box. A proteína Cand1 se liga a fração CUL1-ROC1 e inibe 

o acesso ao complexo E3 39,51-57.  
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A proteína ROC1 

A proteína “RING” ROC1 (também chamada Rbx1 e Hrt1) é bastante 

estável, sendo subunidade essencial da proteína SCF ubiquitina-ligase32,43.  

Pertence à subclasse C3H2C3 (ou RING-2) das proteínas “RING”. Foi 

inicialmente isolada em leveduras59 e purificada bioquimicamente como 

componente comum do complexo SCF de humanos e leveduras36,60,61, e do 

complexo supressor tumoral von Hippel-Lindau (CBCVHL ou Cul2-Elongin BC-

VHL)41,62. 

A proteína ROC1 é codificada pelo gene humano Rbx1, composto por 

cinco éxons, localizado no cromossomo 22q 13 63. Mutações pontuais em 

apenas um aminoácido no domínio da proteína ROC1 são capazes de inativar 

completamente a atividade da ubiquitina-ligase32,43,59,64.  É um mediador da 

degradação de substratos protéicos requeridos para progressão do ciclo 

celular, transdução de sinal e para execução de atividades supressoras 

tumorais62. Diferente da proteína APC11 que somente interage com a proteína 

cullin/APC2, a proteína ROC1 se liga a CUL1, CUL2, CUL3, CUL4A e CUL4B, 

e age como um adaptador a enzima ubiquitina-conjugadora E2, o que amplia 

seu papel na ubiquitinação36,43,59,60,62,65. A proteína ROC1 apresenta dois 

domínios, 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 ligará a uma E2 43.  

 

A proteína ROC1 e a proteína ciclina D1 

Estudos demonstraram o papel da proteína SCF-ROC1 na ubiquitinação 

das ciclinas D1 e também das ciclinas D2 e D3 em humanos, mostrando que 

esta  proteína  tem  papel  importante  na  regulação  da  proteólise  das 

ciclinas 32,34,66.  
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Desde que, os níveis de expressão das ciclinas D estão relacionados ao 

potencial de malignidade e ao prognóstico dos melanomas, tentativas de 

entender o mecanismo que rege a superexpressão destas ciclinas é importante 

para o desenvolvimento de terapêuticas para melanomas que superexpressam 

ciclinas do tipo D. 
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Objetivo geral 

Avaliar a relação entre a expressão da proteína ROC1 e a expressão da 

proteína ciclina D1 em melanomas cutâneos. 

 

 

Objetivos específicos 

 Avaliar a expressão da proteína ROC1 nos melanomas cutâneos e 

nevos melanocíticos. 

 Comparar a relação entre a expressão das proteínas ROC1 e ciclina D1 

nos melanomas cutâneos e nevos melanocíticos. 

 Comparar a relação entre a amplificação do gene CCND1 e a expressão 

das proteínas ROC1 e ciclina D1 nos melanomas cutâneos e nevos 

melanocíticos.  
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Capa – Caso 5.58 – Nevo melanocítico. A – Hematoxilina-eosina (aumento de 

100x). B - Expressão de proteína ROC1 entre 51 a 75% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION) 

(aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 em menos de 25% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB) 

(aumento de 100x). D – Área com número normal de cópias 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 – Expressão de proteína ROC1 em mais de 75% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION). C – 

Expressão da proteína ciclina D1 em menos de 25% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB). Aumento 

de 100x. 

A

B C
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Figura 2 – Caso 2.7 – Lentigo maligno melanoma. A – Hematoxilina-eosina 

(Aumento de 40x). B – Expressão de proteína ROC1 em menos de 25% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION). Aumento de 100x. C – Expressão da proteína ciclina D1 em mais 

de 75% das células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone 

RBT14, BioSB). Aumento de 100x. 

A

B
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Figura 3 – Caso 1.14 – Melanoma acral lentiginoso – A – Hematoxilina-eosina. 

B – Expressão de proteína ROC1 em mais de 75% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION).  C – 

Expressão de ciclina D1 em menos de 25% das células (imunomarcação 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 - Expressão de proteína ROC1 em menos de 25% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION) (aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 entre 51 a 75% 

das células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, 

BioSB) (aumento de 100x). D – Aumento do número de cópias 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 - Expressão de proteína ROC1 entre 51 a 75% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION) (aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 em menos de 

25% das células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, 

BioSB) (aumento de 100x). D – Área com aumento do número de cópias 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 - Expressão de proteína ROC1 entre 51 a 75% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION) (aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 entre 51 a 75% 

das células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, 

BioSB) (aumento de 100x). D – Área com aumento do número de cópias 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 - Expressão de proteína ROC1 em mais de 75% 

das células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION) (aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 entre 51 a 75% 

das células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, 

BioSB) (aumento de 100x). D – Área com aumento do número de cópias 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 - Expressão de proteína ROC1 em mais de 75% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION) (aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 em mais de 75% 

das células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, 

BioSB) (aumento de 100x). D – Número normal de cópias do gene CCND1 

(FISH – gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de 

1000x). 
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RESUMO 

O aumento da expressão de ciclina D1, demonstrado em melanomas cutâneos, 

provavelmente está relacionado ao potencial invasivo do tumor. A diminuição 

da proteína ROC1, envolvida na degradação da ciclina D1, pode constituir uma 

alternativa para explicar o aumento desta proteína na ausência de 

superexpressão gênica. O objetivo deste estudo foi avaliar a relação da 

proteína ROC1 com a expressão de ciclina D1 em melanomas cutâneos. 

Foram estudados 62 casos de melanomas primários de pele e 58 nevos 

melanocíticos compostos. Realizou-se imuno-histoquímica com marcação para 

os anticorpos ciclina D1 e ROC1, e hibridação “in situ” fluorescente para 

avaliação da expressão do gene CCND1. Em 87,9% dos nevos melanocíticos, 

a expressão da proteína ROC1 foi evidenciada em mais de 50% das células, 

enquanto nos melanomas ocorreu em 45,2% dos casos (p=0,0014). A 

correlação entre a expressão da proteína ROC1 e da proteína ciclina D1 foi 

significativa e negativa em todos os casos estudados (p=0,0008985). Nos 

nevos melanocíticos, o aumento de expressão de ROC1 em relação à ciclina 

D1 ocorreu em 86,2% dos casos e nos melanomas em 45,2% (p<0,001). A 

relação ROC1/ciclina D1 não está associada à medida de Breslow (p=0,166), 

nem ao tipo histológico de melanoma (p=0,605). Entre os melanomas não 

amplificados, 50% daqueles que apresentaram expressão de ciclina D1 em 

mais de 50% das células mostraram expressão de proteína ROC1 em menos 

de 25% delas. A expressão da proteína ROC1 está correlacionada 

negativamente à expressão da proteína ciclina D1 nos melanomas, mostrando 

sua importância para degradação da ciclina D1 nestas neoplasias.  

Palavras-chave: Melanoma, ciclina D1, proteína ROC1, ubiquitinação.  
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INTRODUÇÃO 

A transformação de melanócitos em células de melanoma é 

caracterizada por proliferação anormal, resultante de alterações nas duas 

maiores vias de controle celular, a do retinoblastoma (Rb) e a do gene 

supressor tumoral p53 1. Quase todas as linhagens de melanomas testadas 

apresentaram alterações na via do Rb, por deficiência de p16 ou de pRb, por 

mutação de cdk4 ou por superexpressão de ciclina D1 1,2. 

A região mais freqüentemente amplificada em todos os tipos de 

melanomas é do cromossomo 11q13 3,4, 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 sobrevivência para as células 

tumorais5,6. A amplificação ou expressão exagerada da ciclina D1 é um evento 

crucial que leva a progressão dos melanomas7, e está associado a altas taxas 

de proliferação nestes tumores2,8. Provavelmente, a falha na regulação da 

superexpressão de ciclina D1 nos melanócitos promova proliferação celular e 

previna a diferenciação2.  

A ciclina D1 é uma proteína nuclear codificada pelo gene CCND1, 

localizado no cromossomo 11q13. A amplificação do gene CCND1 tem sido 

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

freqüente nos outros subtipos de melanomas5,6.  

Todos os casos de melanomas com aumento no número de cópias do 

gene CCND1 mostraram expressão exagerada de ciclina D1, porém, 

aproximadamente 25% dos melanomas com expressão exagerada de ciclina 

D1 apresentaram número normal de cópias do gene CCND1, sugerindo que os 

níveis de expressão da ciclina D1 são modulados por outros mecanismos, não 
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somente por cópias gênicas1,5,9. Uma possibilidade para superexpressão de 

ciclina D1 é a falha na sua degradação, levando ao aumento de sua 

estabilidade. A degradação da ciclina D1 é regulada pela proteólise 

dependente de ubiquitina10,11.  

Diferentes vias proteolíticas dependentes de ubiquitina utilizam enzimas 

conjugadas a ubiquitinas distintas, que são estruturalmente similares, 

associadas com subunidades de reconhecimento das proteínas que carregam 

um sinal particular de degradação. A enzima que conjugada adiciona a 

ubiquitina a um resíduo de lisina de uma proteína-alvo, e posteriormente, 

adiciona uma série de ubiquitinas adicionais, formando uma cadeia multi-

ubiquitinada, que seria reconhecida por uma proteína receptora específica no 

proteassoma12,13. A cadeia multi-ubiquitinada é ligada covalentemente à 

proteína alvo através de cascata de três enzimas: a ubiquitina-ativadora (E1), a 

ubiquitina-conjugadora (E2) e uma ubiquitina-ligase (E3). Atuando no último 

estágio desta cascata, as ubiquitina-ligases E3 funcionam como um 

componente central da via de ubiquitinação, catalisando a transferência final de 

ubiquitina da E2 ao substrato 13-17.  A ligação entre as proteínas E2 e E3 é feita 

através de um fragmento protéico chamado proteína “RING”. A proteína SCF 

(SKP1-CUL1(CDC53)-F-box) e o complexo promotor da anáfase (APC) são os 

dois maiores complexos ubiquitina-ligase que regulam proteólise mediada por 

ubiquitina durante G1/S e a anáfase, e contêm as proteínas “RING” ROC1 e 

APC11, respectivamente 11,18-20. 

Estudos demonstraram o papel da proteína SCF-ROC1 na ubiquitinação 

das ciclinas D1 e também das ciclinas D2 e D3 em humanos, mostrando que 

essa proteína tem papel importante na regulação da proteólise das 
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ciclinas10,11,21, porém não há trabalhos na literatura mostrando o padrão de 

expressão imuno-histoquímica da proteína ROC1 ou comparando a expressão 

desta proteína com a expressão da proteína ciclina D1 em melanomas ou em 

outros tumores. 

Desde que, os níveis de expressão das ciclinas D estão relacionados ao 

potencial de malignidade e ao prognóstico dos melanomas, tentativas de 

entender o mecanismo que rege a superexpressão destas ciclinas é importante 

para o desenvolvimento de terapêuticas para melanomas que superexpressam 

ciclinas do tipo D. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a relação entre a expressão 

das proteínas ROC1 e ciclina D1 em melanomas cutâneos.  

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Grupos de estudo 

Realizou-se um estudo transversal e analítico no período de 1991 a 

2008, onde foram selecionados 62 casos de melanomas primários 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 melanocíticos 

compostos foi utilizado como controle (Grupo 5). Foram excluídos os casos de 

melanomas originados em nevos melanocíticos e casos com regressão 

histológica. 
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Imuno-histoquímica 

A coloração imuno-histoquímica foi realizada em cortes histológicos de 

4µm de espessura, dispostos em lâminas histológicas previamente tratadas 

com o aderente poli-D-lisina, seguindo a técnica do ABC brevemente descrita a 

seguir. Primeiramente, realizou-se desparafinização em xilol seguida de 

hidratação em solução aquosa de álcool etílico e lavagem com água. Após o 

bloqueio da peroxidase endógena com água oxigenada a 35% por dez minutos, 

os cortes histológicos foram colocados em solução de ácido cítrico a 0.001M, 

pH 6 e submetidos à temperatura de 121ºC em ambiente de microondas por 15 

minutos para a recuperação antigênica. Após período de 20 minutos de 

resfriamento, incubaram-se os anticorpos primários ROC1 (clone RB-069-P, 

LABVISION) usado na diluição de 1/800 e ciclina D1 (clone RBT14, BioSB) a 

1/100, por 18 horas a 4ºC em câmara úmida. Após a lavagem das lâminas em 

solução salina tamponada, foram adicionados os reagentes secundário 

(Biotinilado anti-mouse Ba 2000 - Vector) e terciário (ABC PK 6100 – Vector), 

incubando-os por 60 e 45 minutos, respectivamente. A reação foi revelada com 

DAB (Sigma Co., S Louis, EUA) por cinco minutos e contra corada com 

Giemsa22. Como controle negativo da reação, omitiu-se a etapa do anticorpo 

primário, com continuação da reação de maneira idêntica em todos os demais 

passos do procedimento. A pele normal adjacente foi usada como controle 

positivo para a imunomarcação da proteína ROC1 e tecido mamário normal foi 

usado para o controle da proteína ciclina D1. 

Um esquema de escore semi-quantitativo foi usado para descrever a 

coloração imuno-histoquímica observada. Os núcleos das células são 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 relações entre 

as expressões da proteína ROC1 e proteína ciclina D1 (relação ROC1/ciclina 

D1): 1. aumento de expressão de ROC1 em relação à ciclina D1, quando a 

porcentagem de células coradas para ROC1 foi maior que a porcentagem de 

células coradas para ciclina D1; 2. expressão proporcional de ambas as 

proteínas, quando a porcentagem de células coradas para ROC1 foi igual à 

porcentagem de células coradas para ciclina D1; 3. aumento de expressão de 

ciclina D1 em relação à ROC1, quando a porcentagem de células coradas para 

ciclina D1 foi maior que a porcentagem de células coradas para ROC1.  

Hibridação “in situ” fluorescente (FISH) 

Cortes de 4µm de espessura de cada bloco de parafina foram 

desparafinizados em xilol e posteriormente desidratados em etanol. As lâminas 

foram colocadas em 2xSSC durante 3 minutos, posteriormente transferidas 

para uma cuba com tampão citrato a 98ºC durante 10 minutos e posteriormente 

lavadas em 2xSSC. 

O processo de digestão foi realizado com solução de pepsina a 4mg/mL 

(Dako Corporation) a 37ºC durante 5 minutos numa plataforma de controle de 

tempo e temperatura (Spot-Light® Cish™ Hybridizer, Invitrogen). 

Posteriormente as lâminas foram lavadas em 2xSSC e desidratadas em série 

de concentração crescente de etanol. 

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

(Vysis®) a cada lâmina, as quais foram recobertas com lamínulas e seladas 
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com cola e aquecidas por 5 minutos a 95ºC (fase de desnaturação) e 

posteriormente por 16 horas a 37ºC (fase de hibridação) no Spot-Light® Cish™ 

Hybridizer, Invitrogen. 

As lâminas foram lavadas em solução 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-coloração dos 

núcleos em azul, e recobertas com lamínula.  

Foram analisados 60 núcleos de cada amostra, utilizando-se o software 

Sistema FISHView/SPOTView (Applied Spectral Imaging, Israel) para 

quantificação da expressão gênica em cada núcleo e para análise da diferença 

de expressão gênica dentro de um mesmo tumor.  

A sonda LSI® cyclin D1 (11q13) Probe Set (Vysis®) é uma sonda dual-

color com marcação lócus específica (gene CCND1) em vermelho e marcação 

do centrômero do cromossomo 11 (CEP11), onde está localizado o gene 

CCND1. 

Foi considerado negativo para aumento da expressão gênica quando a 

relação CEP11/CCND1 foi menor que 1,8; equívoco quando a relação 

CEP11/CCND1 foi entre 1,8 e 2,2; amplificado quando a relação 

CEP11/CCND1 foi maior que 2,2. 

Análise Estatística 

Para a detecção de diferenças na expressão das proteínas em relação à 

idade, sexo, local da lesão, grupo, tipo de melanoma e medida de Breslow 

foram feitos o teste exato de Fisher e teste do Qui-quadrado. Para avaliação da 

correlação entre a expressividade dos marcadores foi usado o coeficiente de 

correlação de Spearman. Todos os testes estatísticos foram realizados ao nível 
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de significância de α = 0,05. 

Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 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 melanocíticos 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 inclassificável.  

As expressões das proteínas ROC1 e ciclina D1 não variaram segundo a 

idade, sexo ou local da lesão, tanto no grupo dos melanomas quanto no grupo 

dos nevos melanocíticos (p>0,05). 

 A expressão da proteína ROC1 esteve associada ao tipo de neoplasia, 

benigna ou maligna (p=0,0014), assim como a expressão da proteína ciclina 

D1 (p=0,000). Em 62,1% dos casos (n=36) de nevos melanocíticos, a proteína 

ROC1 apresentou expressão em mais de 75% das células e em 87,9% (n=51) 

a expressão foi acima de 50% das células (p<0,05). Em contrapartida, a 

proteína ciclina D1 apresentou expressão 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 expressão da proteína 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 expressão 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). 

Não houve diferença estatística entre as expressões das proteínas 

ROC1 e ciclina D1 e o tipo histológico dos melanomas (p>0,05).  

Embora também não haja diferença estatística entre as expressões das 

proteínas ROC1 e ciclina D1 com relação à medida da espessura de Breslow 

(p>0,05), observa-se, nos grupos 1, 3 e 4, predomínio de casos com expressão 

de proteína ROC1 abaixo de 25% das células  (entre 33,3 e 35,3% das 

amostras) e no grupo 2, predomínio de casos com expressão de ROC1 acima 

de 75% das células (66,8%) (Figura 1). Com relação à proteína ciclina D1, 

houve, também, um predomínio de expressão abaixo de 25%, exceto no grupo 

4 onde predominou expressão acima de 50% das células (70,6% das 

amostras). O grupo 2 não apresentou nenhum caso com expressão de ciclina 

D1 em mais de 75% das células. 

Observa-se correlação significativa e negativa entre a expressão das 

proteínas ROC1 e ciclina D1, independente do tipo de neoplasia (benigna ou 

maligna) (p=0,0008985). A comparação entre as expressões da proteína ROC1 

e da proteína ciclina D1 nos melanomas e nevos melanocíticos estão 

representadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. 

  Em alguns casos de melanoma, podem ser observadas dentro do 

mesmo tumor áreas com expressão da proteína ROC1 em mais de 75% das 

células e de ciclina D1 em menos de 25% das células, adjacentes a áreas com 

expressão da proteína ROC1 em menos de 25% das células e de ciclina D1 em 
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mais de 75% das células, não associada a aumento de expressão gênica 

(Figura 2). 

 A relação ROC1/ciclina D1 não variou segundo a idade, sexo ou local da 

lesão, tanto nos melanomas quanto nos nevos melanocíticos (p>0,05). O 

aumento de expressão da proteína ROC1 em relação à proteína ciclina D1 

predominou em todas as amostras (65% dos casos). 

Os nevos melanocíticos apresentaram um predomínio marcante de 

aumento de expressão da proteína ROC1 em relação à proteína ciclina D1 

(86,2% dos casos). Os melanomas também apresentaram predomínio de 

aumento de expressão da proteína ROC1 em relação à proteína ciclina D1, 

porém em 45,2% dos casos (p<0,001) (Tabela 3). 

Embora, haja um predomínio de expressão proporcional de ambas as 

proteínas em melanomas acima de 2 mm de espessura e um grande número 

de casos de aumento de expressão da proteína ciclina D1 em relação à 

proteína ROC1 nos casos com mais de 4mm de espessura (35,3%), não houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos (p=0,166).  

Os melanomas acrais lentiginosos foram os únicos que apresentaram 

grande número de casos (40%) com aumento de expressão da proteína ciclina 

D1 em relação à proteína ROC1; em contrapartida, também foram os que 

apresentaram maior número de casos com aumento de expressão da proteína 

ROC1 em relação à proteína ciclina D1 (50%). Não houve diferença 

estatisticamente significante entre a relação ROC1/ciclina D1 e os tipos 

histológicos de melanoma (p=0,605).  

 Seis casos apresentaram amplificação do gene CCND1 (cinco 

melanomas e um nevo melanocítico), sendo que quatro destes apresentaram 
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amplificação 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 

expressão da proteína ROC1 em ambos foi em menos de 25% das células 

(Figura 3). Três 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 amplificação focal, dois apresentaram positividade de ciclina 

D1 entre 51 a 75% das células e um em menos de 25% delas, e expressão da 

proteína 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 melanocítico, 

localizado na região genital, que mostrou expressão da proteína ciclina D1 

entre 51 a 75% das células associada à expressão de proteína ROC1 entre 26 

a 50% das células (Figura 4), o qual foi o único nevo melanocítico a apresentar 

aumento de expressão de ciclina D1 em relação à ROC1. 

   A maioria dos casos de melanomas amplificados (focal ou globalmente) 

apresentou expressão proporcional de ambas as proteínas (40% dos casos) e 

aumento de expressão de ciclina D1 em relação à ROC1 (40% das amostras). 

Entre os casos de melanomas não amplificados, 50% daqueles que 

apresentaram expressão de ciclina D1 em mais de 50% das células mostraram 

expressão de proteína ROC1 em menos de 25% delas (Figura 5) e 43,7% 

apresentaram expressão da proteína ROC1 em mais de 50% das células. A 

amplificação do gene CCND1 não teve associação com a relação entre as 

expressões das proteínas (p=0,500). 
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DISCUSSÃO 

A proteína “RING” ROC1 (RING of Cullins), também chamada Rbx1 e 

Hrt1, é bastante estável, sendo subunidade essencial da proteína SCF 

ubiquitina-ligase11,23.  Pertence à subclasse C3H2C3 (ou RING-2) das 

proteínas “RING”. Foi inicialmente isolada em leveduras24 e purificada 

bioquimicamente como componente comum do complexo SCF de humanos e 

leveduras25-27, e do complexo supressor tumoral von Hippel-Lindau (CBCVHL ou 

Cul2-Elongin BC-VHL)17,28,29. 

A proteína ROC1 é codificada pelo gene humano Rbx1, composto por 

cinco exons, localizado no cromossomo 22q 13 30. Mutações pontuais em 

apenas um aminoácido no domínio da proteína ROC1 são capazes de inativar 

completamente a atividade da ubiquitina-ligase11,23,24,31.  É um mediador da 

degradação de substratos protéicos requeridos para progressão do ciclo 

celular, transdução de sinal, para execução de atividades supressoras 

tumorais28 e tem papel importante na marcação da ciclina D1 para que esta 

seja reconhecida pelo proteassoma e assim degradada10,11,21. 

 Neste estudo, a expressão da proteína ROC1 está relacionada ao tipo 

de neoplasia (benigna ou maligna). A maioria dos nevos melanocíticos 

apresentou expressão da proteína ROC1 em mais de 50% das células e em 

apenas um caso expressão em menos de 25% das células, enquanto os 

melanomas apresentaram grande número de casos com expressão de ROC1 

em menos de 25% das células, mostrando uma deficiência desta proteína em 

melanomas. Porém, não se observou relação entre a expressão da proteína 

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

melanoma. A expressão da proteína ciclina D1 também esteve relacionada ao 
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tipo de neoplasia. Nos casos de melanomas, a expressão desta proteína não 

esteve associada à medida da espessura de Breslow nem ao tipo histológico 

destes tumores.   

Embora, não se tenha detectado correlação significativa entre a medida 

da espessura de Breslow e a expressão das proteínas ROC1 e ciclina D1, foi 

observado predomínio de maior expressão da proteína ROC1 em melanomas 

entre 1,01 e 2mm de espessura e de proteína ciclina D1 em melanomas 

maiores que 4mm. Melanomas com medida de Breslow entre 1,01 e 2mm são 

aqueles onde se pode observar início 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 progressão da lesão. 

Da mesma forma, maior expressão de ciclina D1 em melanomas acima de 

4mm de espessura pode ser interpretada como indicativo de proliferação 

descontrolada dos tumores mais espessos em franca fase tumorigênica. 

 Observou-se correlação significativa e negativa entre a expressão de 

ambas as proteínas nos casos estudados. Quando a expressão de uma das 

proteínas está aumentada a da outra está diminuída e vice-versa. Este fato fica 

evidente, quando observamos em alguns melanomas áreas com grande 

expressão da proteína ROC1 e baixa de ciclina D1 ao lado de áreas com 

grande expressão de ciclina D1 e baixa de ROC1, evidenciando a presença de 

diferentes clones celulares nestas lesões, conforme observado na microscopia 

óptica. 

Amplificação do gene CCND1 em nevos melanocíticos é rara, assim 

como o aumento de expressão de ciclina D1 2,32. De forma inusitada, um caso 

de nevo melanocítico deste estudo, mostrou amplificação focal do gene 
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CCND1 e apresentou a maior expressão de ciclina D1 entre todos os casos de 

nevos melanocíticos (entre 51 a 75% das células marcadas), associada à 

expressão diminuída de ROC1 (entre 26 a 50% das células marcadas). Trata-

se de um nevo melanocítico da região genital, em paciente feminino, de 20 

anos de idade. As particularidades observadas foram atividade juncional e 

celularidade intensas e áreas com células morfologicamente distintas, 

contíguas umas as outras, à semelhança de clones. A interpretação de um 

caso isolado é difícil, porém uma possibilidade para explicar a diminuição 

parcial de ROC1 seria o consumo desta proteína para degradação da ciclina 

D1 aumentada numa lesão em fase proliferativa.  

Neste estudo, os dois melanomas amplificados globalmente mostraram 

expressão de ciclina D1 em mais de 50% das células e expressão de proteína 

ROC1 em menos de 25% delas. A maior diminuição de expressão de 

expressão de ROC1 nos melanomas amplificados em comparação ao nevo 

amplificado, sugere uma deficiência desta proteína nos melanomas e não 

apenas consumo para marcação da ciclina aumentada. Esta hipótese é 

corroborada pelo fato dos melanomas amplificados focalmente não 

apresentarem diminuição importante da proteína ROC1 mesmo em face do 

aumento da proteína ciclina D1, e de casos não amplificados que apresentaram 

aumento de expressão de ciclina D1 e diminuição significativa de ROC1. 

A relação ROC1/ciclina D1 está associada ao tipo de neoplasia. Os 

nevos melanocíticos apresentam predomínio de aumento da expressão da 

proteína ROC1 em relação à proteína ciclina D1 (86,2% dos casos), enquanto 

os melanomas apresentam aumento de ROC1 em relação à ciclina D1 em 

45,2% dos casos. O único caso de nevo melanocítico que mostrou aumento da 



Gisele Alborghetti Nai 
O possível papel da proteína ROC1 na expressão da proteína ciclina D1 em melanomas cutâneos  

 74

expressão de ciclina D1 em relação à ROC1, apresentava amplificação focal do 

gene CCND1, diferente dos melanomas que na maioria dos casos de aumento 

de ciclina D1 em relação à ROC1 não apresentava amplificação gênica 

(85,7%).  Este fato e a ausência de associação entre a relação ROC1/ciclina 

D1 e amplificação gênica, observada neste estudo, suportam a idéia da 

deficiência de ROC1 nos melanomas como parte dos fenômenos responsáveis 

pelo aumento da ciclina D1. 

A amplificação do gene CCND1 é mais comum nos melanomas acrais 

lentiginosos seguidos pelos melanomas extensivos superficiais. Nos primeiros, 

a amplificação pode aparecer precocemente, antes mesmo da fase “in situ” da 

neoplasia, diferente dos outros tipos de melanoma que apresentam 

amplificação mais tardiamente, durante sua progressão6,9. Neste estudo, 

porém, mesmo os melanomas acrais lentiginosos apresentando o maior 

número proporcional de casos de aumento de ciclina D1 em relação à ROC1 

(40%), a relação ROC1/ciclina D1 não esteve associada ao tipo histológico de 

melanoma, bem como não esteve associada à medida da espessura de 

Breslow. Tal fato mostra que a alteração na expressão da proteína ROC1 pode 

ser evento da oncogenêse de melanomas não relacionado ao tipo histológico. 

Mesmo não ocorrendo correlação entre a relação ROC1/ciclina D1 e a medida 

de Breslow, o grande número de casos com aumento de expressão da proteína 

ROC1 em relação à 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 progressão tumoral.  

Dos 20 casos de melanomas com expressão proporcional de ambas as 

proteínas (32,3%), apenas dois apresentaram amplificação focal do gene 
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CCND1. Entre os casos de nevos melanocíticos, seis tinham expressão 

proporcional de ambas as proteínas (10,3%) e nenhum destes apresentou 

amplificação gênica. Os nevos melanocíticos com relação proporcional e não 

amplificados apresentaram expressão de ciclina D1 em menos de 25% das 

células e na maioria dos casos expressão de ROC1 entre 26 a 50% das 

células, diferente dos melanomas que em apenas cinco casos apresentaram 

expressão de ciclina D1 em menos de 25% das células e em seis casos 

apresentaram expressão de ciclina D1 em mais de 50% das células associada 

à expressão de ROC1 também em mais de 50% das células. Este dado mostra 

que nos nevos melanocíticos, embora em alguns casos haja diminuição da 

expressão de ROC1, não há alteração da expressão de ciclina D1, 

possivelmente por haver um predomínio de controle gênico da expressão de 

ciclina D1. Nos melanomas, o mecanismo regulador da expressão de ciclina D1 

pode ser outro além do aumento da expressão gênica e da falha de 

ubiquitinação, podendo envolver deficiência de outras proteínas envolvidas na 

ubiquitinação das ciclinas, como as cullins. 

 

CONCLUSÕES 
 

A maioria dos nevos melanocíticos expressa proteína ROC1 em mais de 

75% das células, e a deficiência de sua expressão está associada aos 

melanomas cutâneos.  

A expressão da proteína ROC1 está correlacionada negativamente à 

expressão da proteína ciclina D1 nos melanomas cutâneos, mostrando sua 

importância para degradação da ciclina D1 nestes tumores. 

A relação de expressão ROC1/ciclina D1 está associada ao tipo de 
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neoplasia, predominando nos nevos melanocíticos o aumento de expressão da 

proteína ROC1 em relação à proteína ciclina D1 e nos melanomas cerca de um 

quarto dos casos apresentam aumento de expressão da proteína ciclina D1 em 

relação à proteína ROC1.  

Tanto a expressão da proteína ROC1 quanto à relação entre as 

expressões das proteínas ROC1 e ciclina D1 não estão associadas à medida 

da espessura de Breslow ou ao tipo histológico de melanoma, porém estudos 

com um maior número de casos, de melanomas com espessura entre 1,01 e 

2mm e de melanomas acrais lentiginosos, serão importantes para interpretar 

corretamente a eventual associação com estes parâmetros. 

Estudos dirigidos para melhor compreensão das causas da diminuição 

da expressão da proteína ROC1 em melanomas cutâneos, que podem ser 

responsáveis pelo aumento de expressão de ciclina D1, contribuirão para 

pesquisas de novas terapêuticas para estes tumores. 
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TABELAS 
 
 
 
Tabela 1 – Comparação entre as expressões de proteína ROC1 e de proteína 

ciclina D1 nos melanomas (n=62).   

                           Expressão da proteína ciclina D1 

  De 0 a 
25% (%) 

De 26 a 
50% (%) 

De 51 a 
75% (%) 

Acima de 
75% (%) 

De 0 a 25% 4/17 
(23,5%) 

2/17 
(11,7%) 

7/17 
(58,7%) 

4/17 
(23,5%) 

De 26 a 50% 2/5 
(40%) 

2/5 
(40%) 0/5 1/5 

(20%) 

De 51 a 75% 5/12 
(41,6%) 

3/12 
(25%) 

3/12 
(25%) 

1/12 
(8,4%) 

Expressão 
da proteína 
ROC1 

Acima de 75% 17/28 
(60,7%) 

5/28 
(17,9%) 

3/28 
(10,7%) 

3/28 
(10,7%) 

Total (%)  28/62 
(45,2%) 

12/62 
(19,3%) 

13/62 
(21%) 

9/62 
(14,5%) 

p=0,008. 

 

 

 

Tabela 2 – Comparação entre as expressões de proteína ROC1 e de proteína 

ciclina D1 nos nevos melanocíticos (n=58).   

                             Expressão da proteína ciclina D1 

 De 0 a 
25% (%) 

De 26 a 
50% (%) 

De 51 a 
75% (%) 

Acima de 
75% (%) 

De 0 a 25% 1/1 
(100%) 0/1 0/1 0/1 

De 26 a 50% 5/6 
(83,3%) 0/6 1/6 

(16,7%) 0/6 

De 51 a 75% 14/15 
(93,3%) 

1/15 
(6,7%) 0/15 0/15 

Expressão 
da proteína 
ROC1 

Acima de 75% 33/36 
(91,6%) 

3/36 
(8,4%) 0/36 0/36 

Total (%)  53/58 
(91,4%) 

4/58 
(6,9%) 

1/58 
(1,7%) 0/58 

p<0,05. 
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Tabela 3 – Relação entre as expressões de proteína ROC1 e de proteína 

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

 Relação ROC1/ciclina D1 

 

Aumento de 
expressão de 

ROC1 em 
relação à 

ciclina D1 (%) 

Expressão 
proporcional 
de ambas as 
proteínas (%) 

Aumento de 
expressão de 
ciclina D1 em 

relação à 
ROC1 (%) 

Nevo 
melanocítico  

50/58 
(86,2%) 

7/58 
(12,1%) 

1/58 
(1,7%) 

Melanoma 28/62 
(45,2%) 

20/62 
(32,3%) 

14/62 
(22,6%) 

Total (%) 78/120 
(65,0%) 

27/120 
(22,5%) 

15/120 
(12,5%) 

       p<0,001 
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Figura 1 - Expressão da proteína 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 – Área 1 

(Hematoxilina-eosina). B – Área 1 - expressão de proteína ROC1 em mais de 

75% das células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION).  C – Área 1 - expressão de ciclina D1 em menos de 25% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB). D 

– Área 2 (Hematoxilina-eosina). E – Área 2 - expressão de proteína ROC1 em 

menos de 25% das células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone 

RB-069-P, LABVISION).  F – Área 2 - expressão de ciclina D1 em mais de 75% 

das células (imunomarcação 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 - Expressão de proteína ROC1 em menos de 25% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION) 

(aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 acima de 75% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB) (aumento 

de 100x). D – Aumento do número de cópias do gene CCND1 (FISH – gene 

CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de 1000x). 

 

C 
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Figura 4 – Caso 5.56 – Nevo melanocítico. A – Hematoxilina-eosina (aumento 

de 100x). B - Expressão de proteína ROC1 entre 26 a 50% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, LABVISION) 

(aumento de 100x).  C – Expressão de ciclina D1 entre 51 a 75% das células 

(imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, BioSB) (aumento 

de 100x). D – Área com aumento do número de cópias do gene CCND1 (FISH 

– gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de 

1000x). 

 

 

C 
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Figura 5 – Caso 4.15 – Melanoma acral lentiginoso. A – Hematoxilina-eosina 

(aumento de 100x). B - Expressão de proteína ROC1 em menos de 25% das 

células (imunomarcação com anticorpo anti-ROC1, clone RB-069-P, 

LABVISION) (aumento de 400x).  C – Expressão de ciclina D1 em mais de 75% 

das células (imunomarcação com anticorpo anti-ciclina D1, clone RBT14, 

BioSB) (aumento de 100x). D – Número normal de cópias do gene CCND1 

(FISH – gene CCND1 marcado em vermelho e CEP11 em verde) (aumento de 

1000x). 
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A maioria dos nevos melanocíticos expressa proteína ROC1 em mais de 

75% das células, e a deficiência de sua expressão está associada aos 

melanomas cutâneos.  

A expressão da proteína ROC1 está correlacionada negativamente à 

expressão da proteína ciclina D1 nos melanomas cutâneos, mostrando sua 

importância para degradação da ciclina D1 nestes tumores.  

A relação de expressão ROC1/ciclina D1 está associada ao tipo de 

neoplasia, predominando nos nevos melanocíticos o aumento de expressão da 

proteína ROC1 em relação à proteína ciclina D1 e nos melanomas cerca de um 

quarto dos casos apresentam aumento de expressão da proteína ciclina D1 em 

relação à proteína ROC1.  

Tanto a expressão da proteína ROC1 quanto à relação entre as 

expressões das proteínas ROC1 e ciclina D1 não estão associadas à medida 

da espessura de Breslow ou ao tipo histológico de melanoma, porém estudos 

com um maior número de casos, principalmente de melanomas acrais 

lentiginosos, serão importantes para definir corretamente a associação ou não 

com o tipo histológico. 
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Estudos que avaliem a causa da diminuição da expressão da proteína 

ROC1 em melanomas cutâneos, o que pode acarretar no aumento de 

expressão de ciclina D1, poderão contribuir para pesquisa de novas propostas 

terapêuticas para estes tumores. 
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Anexo 1 – Aprovação para realização do trabalho pelo Comitê de Ética em 

pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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