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“Hoje me sinto mais forte 

Mais feliz, quem sabe 

Só levo a certeza 

De que muito pouco sei 

Ou nada sei 

Conhecer as manhas 

E as manhãs 

O sabor das massas 

E das maçãs 

É preciso amor 

Pra poder pulsar 

É preciso paz pra poder sorrir 

É preciso a chuva para florir” 

(Almir Sater – Tocando em Frente) 

 

 

“Você nunca será completo em casa novamente, 

 porque uma parte do seu coração  

vai estar sempre em outro lugar.  

Este é o preço que você paga  

pela riqueza de amar pessoas 

 em mais de um lugar”  

(Miriam Adeney)  
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RESUMO  
 

 
A descondensação da cromatina exerce um papel central nas diversas etapas do 
processo de carcinogênese abrindo o genoma para a ação de fatores de transcrição, 
exercendo papel na progressão e resistência tumoral. Bromodomínios e proteínas com 
terminal extra, como o BRD4, são leitores epigenéticos que regulam a expressão gênica 
e, portanto, também estão envolvidos na patogênese do câncer. O objetivo do presente 
estudo foi estudar o efeito da inibição do BRD4 no carcinoma espinocelular de cabeça e 
pescoço (CECP). Para esse propósito, foi utilizado JQ1, inibidor de BRD4, em 
concentração de 1uM, nas linhagens de carcinoma de cabeça e pescoço HN6, HN12 e 
HN13. Foi analisado os níveis de BRD4, H4 acetilada e SIRT1 fosforilado através de 
reações de imunofluorecência e p16ink4 por imunohistoquímica. Foi realizado western 
blot para checar os níveis de p53 e p53 acetilado. Ensaio de formação de colônias e 
câmera de invasão foram realizados para testar o efeito do inibidor na proliferação e 
invasão celular. Através da citometria de fluxo foi analisado o efeito da apoptose com a 
marcação de caspase-3 clivada, do ciclo celular através da reação por iodeto de propídio 
e ainda da população de células tronco tumorais pela análise de ALDH e CD44. Por fim, 
foi realizado modelo xenográfico subcutâneo para analisar o efeito do JQ1.  Os 
resultados mostraram diminuição significativa da expressão de BRD4 e H4ac após 
tratamento com JQ1. As linhagens celulares mostraram redução na capacidade de 
invasão e de formação de colônias quando submetidas ao JQ1.  Não foram encontradas 
diferenças em relação ao número de células caspase-3 clivada positivas. Por outro lado, 
foi encontrado um maior número de células na fase G1 do ciclo celular após o uso do 
inibidor estudado. As células tratadas com JQ1 mostraram menor expressão de p-SIRT1 
o que levou a uma diminuição da acetilação do p53 e um aumento na expressão de 
p16ink4. Paralelamente, foi encontrado uma diminuição na população de células 
positivas para ALDH e CD44. Houve diminuição do crescimento do tumor no modelo 
xenográfico tratado com JQ1 quando comparado ao veículo. Nos tecidos derivados do 
ensaio in vivo, houve uma diminuição nos marcadores p16ink4, pSIRT1 além de acúmulo 

de H2AX. Conclui-se que o uso de JQ1 resulta na disrupção do crescimento do CECP 
associado a ativação de senescência, indução de dano de DNA além de reduzir a 
população de células tronco tumorais.  Esses novos achados indicam que o BRD4 é um 
importante modificador epigenético nos CECP sendo um viável alvo terapêutico.  
 
Palavras chave: Epigenética. JQ1. BRD4. Câncer de Boca. Senescência.  
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ABSTRACT 
 
 
Chromatin descondensation plays a central step in the various stages of the 
carcinogenesis process opening the genome for transcription factors playing a role in 
tumor progress and resistance. Bromodomains and extra terminal family, as BRD4, are 
epigenetics readers that regulate gene expression thus they are also involved in cancer 
pathogenesis.  The objective of this project was studied the effect of BRD4 in head and 
neck squamous cell carcinoma (HNSCC). For this purpose, JQ1, a BRD4 inhibitor, was 
used in 1uM concentration, in HN6, HN12 and HN13 head and neck carcinoma cell lines. 
The levels of BRD4, acetylates h4 and phosphorylated SIRT1 were analyzed by 
immunofluorescence and p16ink4 labeling by immunohistochemistry. Western blot was 
performed to check the levels of p53 and acetylated p53. Colony assay and invasion 
chamber were performed to test the inhibitory effect on cell proliferation and invasion. 
The effect of apoptosis with the cleaved caspase-3 labeling, the cell cycle by propidium 
iodide and of the population of tumor stem cells by the analysis of ALDH and CD44 was 
analyzed through flow cytometry. Finally, a subcutaneous xerographic model was 
performed to analyze the effect of JQ1. A significant decrease in the expression of BRD4 
and H4ac was found after application of JQ1. The cell lines results showed a reduction in 
the capacity of invasion and also formation of colonies when submitted to JQ1. No 
differences were found in relation to the number of cells caspase-3 cleaved positives. On 
the other hand, a large number of cells were found in G1 arrest of cell cycle after use of 
the BRD4 inhibitor studied. Cells treated with JQ1 showed lower expression of p-SIRT1 
which led to a decrease in p53 acetylation and an increase in p16ink4 expression. In 
parallel, a decrease of ALDH and CD44 positive cells population was found. A decrease 
in tumor growth was discovered when treated by JQ1 if compared to the vehicle. In 
tissues samples derived from the in vivo assay, there was a decrease in p16ink4, pSIRT1 

markers in addition to -H2Ax accumulation. In conclusion JQ1 causes HNSSC tumor 
growth disruption associated a senescence activation, DNA damage and a reduce 
number of cancer stem cells. These new findings indicate that BRD4 is an important 
genetic modifier in HNSSC and is a viable therapeutic target.  
 
Keywords: Epigenetics. JQ1. BRD4. Oral Cancer. Senescence.    
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Ácido desoxirribonucleico  DNA 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

No ano 2000, Hanahan e Weinberg (Hanahan and Weinberg 2000) publicaram 

um artigo no qual descreveram as seis “marcas” do câncer (do inglês hallmarks of 

cancer). Esses autores sugeriram seis manifestações essenciais na fisiopatologia das 

células neoplásicas malignas comuns a todos os tipos de câncer. Essas características 

foram descritas como necessárias para o tumor maligno se desenvolver. Essas 

características são: autossuficiência para sinais de crescimento, evasão de sinais anti-

crescimento, evasão a apoptose, potencial replicativo ilimitado (imortalização), 

angiogênese sustentada e capacidade de invadir tecidos e formar metástases. No ano 

de 2011, foram adicionados outros aspectos: a desregulação do metabolismo energético, 

a evasão da destruição do tumor pelo sistema imune, instabilidade genômica e 

inflamação como possíveis novas marcas (Hanahan and Weinberg 2011). Essas 

características são comuns a todas neoplasia malignas, incluindo CECP. O grande 

desafio da terapia anti-neoplásica é romper esses mecanismos, pois geralmente as 

terapias são focadas em apenas um dos processos e o seu sucesso acaba sendo 

limitado. Ademais, os mecanismos neoplásicos acabam por compensar o mecanismo 

que foi bloqueado como observado na última década com o uso de inibidores 

angiogênicos (Ye 2016). Para romper essa dificuldade, atualmente a nova aposta para 

os tratamentos oncológicos são utilizar terapias que tenham como alvo as desregulações 

cromossômicas de uma maneira global, como as modificações epigenéticas.  

A epigenética é o nome dado para os mecanismos herdáveis e potencialmente 

reversíveis que provocam alterações na expressão gênica sem que ocorram 

modificações na sequência do DNA, como por exemplo, a acetilação de histonas  

(Martins and Castilho 2013). Por estarem regulando a conformação da cromatina e 

propiciando o silenciamento ou expressão gênica, a terapia focada na regulação do 

status da cromatina tem mostrado excelentes resultados e tem como alvo não apenas 

uma característica específica do câncer (hallmarks) mas sim, podem provocar alterações 

globais na cromatina alterando a atividade transcricional (Gillenwater, Zhong, and Lotan 

2007). 

 As alterações na acetilação das histonas têm sido relacionadas como um alvo 

promissor para o tratamento de diversos tipos de câncer  

(Suraweera, O'Byrne, and Richard 2018; Langer et al. 2016; Groselj et al. 2013; Li and 
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Seto 2016) inclusive para o carcinoma de cabeça e pescoço (CECP) (Almeida et al. 2017; 

Giudice et al. 2013). Contudo, ainda não é tão explorado o papel dos leitores da 

acetilação de histonas durante a carcinogênese.  

Os bromodomínios são as proteínas responsáveis por fazer a ligação com as 

caudas acetiladas das histonas e assim recrutar fatores de transcrição para a cromatina, 

sendo reguladores globais da transcrição gênica (Hsu and Blobel 2017; Zeng and Zhou 

2002). O BRD4 é o bromomínio mais importante e estudado, sua atividade  está 

relacionado a genes importantes para a carcinogênese (Kohnken et al. 2018; Hsu and 

Blobel 2017). Sua inibição pode gerar a diminuição da transcrição de oncogêneses além 

de diversos outros mecanismos importantes para o câncer, como as “marcas 

registradas” do câncer (da Motta et al. 2017)  

Apenas dois estudos foram realizados relacionando os leitores da acetilação de 

histona como alvo terapêutico para o CECP (Wang, Wu, et al. 2017; Wang et al. 2016). 

Contudo, é escasso o conhecimento de como os inibidores de bromodomínios, e mais 

especificamente de BRD4, atuam frente as células de CECP e como essas novas drogas 

podem ser realizadas no tratamento dessa neoplasia. Portanto, é necessário o estudo 

da disrupção da sinalização da acetilação no CECP como nova frente de tratamento para 

essas lesões.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  
 

Neste capítulo serão abordados os assuntos estudados nessa tese. Para maior 

compreensão do leitor, dividimos a revisão de literatura nos seguintes tópicos: câncer 

de cabeça e pescoço, epigenética e a acetilação de histonas, bromodomínio e família 

BET, família BET e as doenças, JQ1 e inibidores da família BET. 

 
 

2.1 Câncer de cabeça e pescoço 

 

A denominação câncer de cabeça e pescoço compreende um grupo heterogêneo 

de neoplasias malignas localizadas no trato aero-digestivo superior, podendo ser 

classificada como de origem na orofaringe ou não-orofaringe, ou seja, em regiões como 

laringe, faringe, nasofaringe, cavidade nasal e cavidade bucal. Contudo, mesmo sendo 

uma denominação ampla e abrangendo muitas lesões, a vasta maioria é 

histopatologicamente classificada como CEC, isto é, mesmo sendo localizadas em 

regiões anatômicas diferentes compartilham da mesma origem celular: as células da 

camada espinhosa do epitélio. (Rettig and D'Souza 2015; Licitra et al. 2004) 

O CECP é considerado o sétimo mais frequente no mundo (Ferlay et al. 2010) 

e o nono mais comum nos Estados Unidos (Howlander et al. 2014).  

Já o carcinoma de boca (CB) compreende um grupo de lesões que acometem 

a cavidade oral. Esse tipo de neoplasia maligna representa cerca de 3% de todos os 

novos canceres diagnosticados. Nos Estados Unidos, apenas no ano de 2017 foram 

registrados 10.000 casos de morte associadas a este tipo de câncer. 

( http://seer.cancer.gov/statfacts/html/oralcav.html acessado em 21/03/18). Essa 

neoplasia é mais frequente em homens acima de 60 anos, contudo, um aumento no 

número de mulheres e jovens tem sido relatado. (Fakhry et al. 2018; Chen et al. 2017; 

Hussein et al. 2017; Andisheh-Tadbir, Mehrabani, and Heydari 2010; Warnakulasuriya 

2010). 

A etiologia do CB é multifatorial e nenhum fator isolado é considerado como o 

agente causal, ou seja, uma combinação de diversos fatores de risco tem sido 

descritos agindo em conjunto. Os principais fatores de risco para essa lesão são (1) o 

uso de tabaco e álcool e, mais precisamente nas últimas décadas, em subsitios 

específicos tem sido relacionado a (2) infecção pelo Papiloma Vírus Humano (HPV, do 

inglês Human Papiloma Virus) (Gillison et al. 2008). 

http://seer.cancer.gov/statfacts/html/oralcav.html
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O diagnóstico do CB é realizado através do exame clínico do paciente em 

combinação com biopsia seguida de exame histopatológico da peça. Mesmo sendo 

essa uma região de fácil visualização, ainda cerca de 60% dos pacientes são 

diagnosticados em estágios mais avançados da doença (Brandizzi et al. 2008; 

Seoane-Romero et al. 2012).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

As alternativas de tratamento para o CB ainda são a ressecção cirúrgica, 

radioterapia e a quimioterapia sozinha ou em combinação com a radioterapia. A 

escolha de qual ou quais terapias serão utilizadas para cada caso é feita através de 

uma avaliação do grau de disseminação da doença de acordo com estadiamento 

clínico. Apesar dos avanços observados através da pesquisa básica e clínica, o 

percentual de sobrevida em 5 anos pouco mudou nos últimos 30 anos, passando de 

52.7% em 1975 para 67.2% em 2013 (http://seer.cancer.gov/statfacts 

/html/oralcav.html acessado em 21/03/2018). Ou seja, mesmo com a grande 

quantidade de pesquisa o tratamento do CEC, ainda é algo desafiador.  

Um dos pontos chaves para tamanha complexidade na forma de tratar as 

neoplasias são as numerosas mutações gênicas dentro de uma mesma doença. Por 

exemplo, dois pacientes com o mesmo diagnóstico de CB, com laudo histopatológico 

semelhante, podem ter comportamento totalmente diferente. Contudo, muitos avanços 

foram alcançados devido ao projeto Atlas Genômico do Câncer (do inglês The Cancer 

Genome Atlas -TCGA) que catalogou mutações genéticas responsáveis pelo câncer 

através de sequenciamento genético e bioinformática (Figura 1). Esse projeto foi 

supervisionado pelo National Cancer Institute e National Human Genome Research 

Institute nos Estados Unidos e caracterizou 33 tipos de canceres através de dados de 

onze mil pacientes gerando 2.5 pentabytes de dados (https://cancergenome.nih.gov 

acessado 23 de março de 2018). Foram analisados nesse projeto dados de 279 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço. Os pesquisadores envolvidos 

encontraram que os tumores associados ao vírus do papiloma humano são em sua 

maioria caracterizados por mutações do domínio helicoidal do oncogene PIK3CA, além 

de novas alterações envolvendo a perda de TRAF3 e amplificação do gene do ciclo 

celular E2F1. Os carcinomas de cabeça e pescoço relacionados ao tabagismo 

demonstram mutações de perda de função do TP53 quase universais e inativação do 

CDKN2A com alterações frequentes no número de cópias, incluindo amplificação de 

3q26 / 28 e 11q13 / 22 (Cancer Genome Atlas 2015).  

 

http://seer.cancer.gov/statfacts%20/html/oralcav.html
http://seer.cancer.gov/statfacts%20/html/oralcav.html
https://cancergenome.nih.gov/
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Ainda podemos citar como outra dificuldade encontrada no tratamento das 

neoplasias malignas o fato dos tumores serem compostos por populações de células 

heterogênicas e que apresentam diferentes papeis no ambiente tumoral. Dentre esses 

grupos de células as denominadas células tronco-tumorais, do inglês cancer stem cells 

tem disso amplamente discutidas. Essas células exibem características semelhantes 

as das células tronco incluindo grande potencial proliferativo, capacidade de recidiva 

e de ativação de quiescência celular entre outras características (Zhang, Filho, and 

Nor 2012). As células tronco tumorais mostram-se menos sensíveis as terapias 

convencionais e se mantém viáveis após o tratamento, permitindo a recidiva do tumor 

e as metástases. Portanto, para o real tratamento do câncer são necessárias terapias 

alvo para esta população de células tronco tumorais com o intuito de controlar a 

doença e obter resultados mais satisfatórios quanto ao prognóstico (Kumar et al. 2015; 

Qiu et al. 2015; Wei and Lewis 2015). 

Por outro lado, um novo tipo de abordagem focada nas particularidades do 

individuo tem sido utilizado. Essa estratégia é chamada de medicina personalizada ou 

precisa que tem como premissa determinar o tratamento, práticas e intervenções de 

uma determinada doença baseado no código genético do paciente, sendo assim, cada 

Fonte: (Cancer Genome Atlas 2015)  

Figura 1: Principais vias do câncer de cabeça e pescoço conforme a prevalência 
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paciente ou grupo de pacientes recebe a terapia necessária para suas particularidades 

e necessidades (Garraway, Verweij, and Ballman 2013). Mais precisamente sobre o 

câncer, a oncologia de precisão tem auxiliado no tratamento de diversos pacientes em 

que as terapias convencionais não mostraram resultados satisfatórios (Figura 2). Com 

os avanços na pesquisa sobre o câncer e do atlas genômico do câncer é possível um 

paciente que não responde a terapia convencional receber uma verificação de seus 

dados genômicos e com isso receber uma terapia que seja alvo para os genes e 

proteínas que estão mutados segundo o seu código genético.  Além de prologar a 

sobrevida dos pacientes, esse tipo de tratamento também gera menores custos 

(Haslem et al. 2018).  

Atualmente, já tem sido realizado terapias-alvo para recorrentes mutações em 

algumas neoplasias específicas. Por exemplo: pacientes com câncer de estômago 

recebem terapia direcionada ao fator de crescimento endotelial anti-vascular (VEGF) 

e anti-receptor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2). Já para pacientes 

com câncer colorretal é recomendada a investigação do estado de  

 

 

 

mutação do RAS, e se confirmada, o uso de inibidores de mutações no receptor do 

fator de crescimento epidérmico (EGFR) é recomendada. (Saito, Momma, and Kono 

2018). 

Fonte: (Polverini, D'Silva, and Lei 2018) 

Figura 2. Ilustração esquemática do tratamento de precisão para o câncer de cabeça e pescoço. No futuro, 
amostras de sangue ou saliva contendo DNA tumoral circulante ou outros produtos tumorais poderão ser 
empregadas para caracterizar os tumores. Usando o perfil molecular serão identificados os alvos para o 
tratamento, resultando na escolha de alvos terapêuticos específicos (alvo) e aumento da sobrevida dos 
pacientes. 



 

 

20 

 

2.2  Epigenética e a acetilação de histonas  

 

A epigenética é o termo usado para descrever mecanismos potencialmente 

reversíveis que provocam alterações na expressão gênica sem que ocorram 

modificações na sequência do DNA. A regulação epigenética da expressão do gene é 

controlada principalmente por metilação do DNA, ação de RNAs não codificadores e 

modificação de histonas (Blancafort, Jin, and Frye 2013; Martins and Castilho 2013). 

Aproximadamente todas as células de um organismo possuem o mesmo 

material genético. Contudo, sabemos que em um mesmo indivíduo existem diferentes 

células com diferentes funções. Por exemplo, um queratinócito e um fibroblasto 

mesmo tendo o mesmo material genético são especializados em funções distintas, 

além de serem diferentes tanto morfologicamente quanto fisiologicamente. Essa 

diversidade só é possível devido à expressão diferencial dos genes, isto é, a 

capacidade das células de ativar a expressão de determinados genes enquanto 

reprime a de outros dados através da epigenética. A expressão dos genes é dirigida 

primariamente pela ligação de fatores de transcrição a promotores e potencializadores 

(enhancers) relacionados. Contudo, a conformação física da cromatina tem papel 

crucial para determinar quais genes serão transcritos ou não, tornando as sequencias 

do DNA mais ou menos acessíveis a ação desses fatores (Thomas and Marcato 2018; 

Paksa and Rajagopal 2017).  

A cromatina é formada, basicamente, por complexos de DNA e proteínas, o que 

possibilita a acomodação de quase dois metros de DNA dentro do núcleo de cada 

célula humana. Ela pode ser mais condensada, chamada heterocromatina, ou menos 

condensada, a eucromatina. As histonas são proteínas que auxiliam o empacotamento 

do DNA, funcionando como uma matriz na qual o DNA se enrola e que estão 

associadas a funções importantes, incluindo a regulação da expressão de genes em 

vários tipos de tecidos. Ao compactarem o DNA, permitem que os genomas 

eucarióticos de grandes dimensões caibam dentro do núcleo das células. O DNA, mais 

o conjunto de oito histonas, formam o nucleossomo (unidade fundamental da 

cromatina). Um nucleossomo é composto por cerca de 147 pares de bases de DNA 

que se enovelam em 1,7 voltas através de um octâmero de histonas (Thomas and 

Marcato 2018; Martins and Castilho 2013). 
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As histonas são divididas em 5 familias, a H1 que auxilia a ligação entre os 

nucleossomos e a fita de DNA, e as histonas H2A, H2B, H3 e H4 que formam um 

octâmero de histonas onde o DNA se enrola. O octâmero é formado por duas cópias 

de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4. As histonas H2A e H2B apresentam-

se na forma de dois heterodímeros e H3 e H4 formam um tetrâmero. Com a associação 

desses dois complexos forma-se o octâmero de histonas. As histonas exibem caudas, 

agrupamentos amino-terminal (n- terminal), contendo diversos resíduos de 

aminoácidos, principalmente de lisina (lis), serina (ser) e arginina (arg). Essas caudas 

se projetam para fora dos nucleossomos e, portanto, estão sujeitas a um número 

grande de modificações pós- transducionais (Lawlor and Thiele 2012; Martins and 

Castilho 2013; Tan et al. 2011). As mudanças dinâmicas na organização da estrutura 

da cromatina são movidas principalmente pela sua acetilação e desacetilação que 

determinam o status da cromatina (eucromatina ou heterocromatina) (Lund and van 

Lohuizen 2004; Martins and Castilho 2013; Yun et al. 2011) que por sua vez, influencia 

a acessibilidade e o recrutamento de fatores nucleares para o DNA afetando a 

transcrição. 

O processo de acetilação representa a adição de grupos acetil pelas enzimas 

histonas acetiltransferases (HATs) a resíduos de lisina localizados nas caudas das 

histonas fazendo com que as cargas positivas desses resíduos de lisina sejam 

neutralizadas e assim ocorra o enfraquecimento (relaxamento) da interação da cauda 

da histona com o DNA local carregado negativamente, induzindo abertura local, 

descompactando as estruturas da cromatina (Zupkovitz et al. 2006). Desta forma, o 

DNA local é exposto, aumentando o acesso de fatores de transcrição e promovendo 

aumentos significativos na transcrição do DNA (Verdone, Caserta, and Di Mauro 

2005). De forma oposta, ocorre a desacetilação onde grupos acetil são retirados pelas 

enzimas histonas desacetilases (HDACs). O balanço da ação das HATs e HDACs 

garantem os níveis estacionários da acetilação do núcleo das histonas (Wade and 

Kikyo 2002) e influenciam o grau de compactação da cromatina desempenhando um 

papel regulatório da expressão gênica (Figura 2 e 3). Contudo, pode haver a acetilação 

em regiões específicas promotoras da transcrição gênica. Quando há o desequilíbrio 

na acetilação e desacetilação das histonas, por alterações nas HATs e HDACs, em 

regiões promotoras há uma contribuição para a desregulação da expressão gênica 

que pode estar relacionada à carcinogênese e a progressão do tumor (Lehrmann, 
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Pritchard, and Harel-Bellan 2002; Villar-Garea and Esteller 2004; Seligson et al. 2005; 

Gallinari et al. 2007; Ropero and Esteller 2007; Yuan et al. 2015).  

A iniciação e progressão do câncer é controlada por eventos genéticos e 

epigenéticos. A complexidade da carcinogênese não pode ser explicada apenas por 

alterações genéticas, mas também envolve mudanças epigenéticas. No 

desenvolvimento de neoplasias humanas, sabe-se que as aberrações epigenômicas 

contribuem para várias fases do desenvolvimento neoplásico, incluindo iniciação, 

promoção, invasão, metástases e resistência à quimioterapia. Recentemente, foi 

proposto que mais de 300 genes e produtos gênicos são alterados epigeneticamente 

em vários tumores (Kanwal and Gupta 2012). Por exemplo, o silenciamento de alguns 

genes, através da compactação da cromatina pelas HDACs, está relacionado com a 

iniciação tumoral diminuindo a função de genes como os inibidores do ciclo celular e 

da diferenciação e aumentando fatores promotores da carcinogênese como os 

responsáveis pela angiogênese, invasão, adesão e progressão. Além disso, as células 

tumorais malignas utilizam mecanismos de regulação epigenética para aumento da 

sobrevivência e resistência à apoptose (Halkidou et al. 2004; Song et al. 2005; 

Hrzenjak et al. 2006; Chang et al. 2009).  

 Contudo, para que a acetilação aconteça e ocorra o relaxamento do DNA, além 

da adição dos grupos acetil nos resíduos de lisina na cauda n-terminal das histonas, é 

importante a ação de proteínas ligantes para realizar a leitura desse fenômeno e com 

isso se caracterizar o estado de acetilação da lisina (Yun et al. 2011).  
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2.3  Bromodominios e família BET  

 

Os bromodominos são o grupo de proteínas responsáveis pelo reconhecimento 

da acetilação de histonas. Se fizermos uma analogia é como se a cromatina fosse uma 

história que necessita de um escritor para poder ser divulgada. Esse papel de escritor é 

feito pelas HATs que adicionam grupos acetil nas caudas relaxando a interação com o 

DNA, ou seja, “mostrando” uma história que está escondida. Contudo, nem sempre todos 

os fatos de uma história funcionam bem em um livro e as vezes é necessário apagar 

algumas partes. Relacionando essa analogia com as modificações pós-traducionais, 

quem realiza esse papel de borracha são as enzimas HDACs, que retiram os grupos 

acetil promovendo a compactação do DNA e “escondendo” algumas de suas partes do 

processo de transição. Por fim, todo livro só alcança seu objetivo se tiver algum leitor 

para ler sua história da mesma forma, a acetilação necessita de proteínas leitoras para 

conformar o seu estado, atividade realizada pelos bromodomínios (Hsu and Blobel 2017) 

(Figura 3).  

Essas proteínas leitoras são conhecidas como bromodomínio. Um bromodomínio 

é um domínio protéico evolutivamente conservado de aproximadamente 110 

aminoácidos que se ligam a lisinas acetiladas nas caudas das histonas e essa ligação é 

decisiva para o recrutamento de fatores de transcrição (Zeng and Zhou 2002; Perez-

Salvia and Esteller 2017). Esses domínios foram primeiramente reportados no estudo 

Tamkun et al em 1992 que estudavam o gene Brahma em Drosophila (Tamkun et al. 

1992). Os pesquisadores relataram nesse estudo à similaridade da sequência do 

Bromodomíno com a sequência de proteínas envolvidas na ativação transcrional. Desde 

então, já foram descritos 61 diferentes bromodominios (Shi and Vakoc 2014).  
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A estrutura de um bromodomínio é altamente conservada. Esse domínio proteico 

consiste em um conjunto de quatro α-hélices (αZ, αA, αB, αC), ligadas por regiões de 

alça flexíveis conhecidas como alças ZA e BC que são variáveis em sequência e carga 

e formam uma bolsa hidrofóbica capaz de reconhecer as lisinas acetiladas. (Shi and 

Vakoc 2014; Perez-Salvia and Esteller 2017).  

Os bromodomínios já foram identificados em 46 diferentes proteínas humanas 

como HATs, metiltransferases, remodeladores de cromatina, mediadores/coativadores  

de transcrição (Marmorstein and Zhou 2014; Jung et al. 2015). Entretanto, o mais famoso 

exemplo desse grupo é a família bromodomínio e terminal extra (do inglês Bromodomain 

and Extra Terminal Family- BET). Essa família é caracterizada pela presença de dois 

bromodomínios altamente conservados e arranjados (BD1 e BD2) - bromodomínios 

esses que se ligam as lisinas acetiladas em histonas ou outras proteínas - e uma região 

terminal extra. O domínio terminal extra é uma região de aproximadamente 80 

Figura 3: Ilustração das modificacões pós-tranducionais.  

Fonte: http://blogs.shu.edu/cancer/2016/01/27/bet-bromodomain-inhibition-in-prostate-cancer-treatment/ 
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aminoácidos que cumpre sua função reguladora recrutando proteínas efetoras 

específicas e mediando interações proteína-proteína (Hsu and Blobel 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

A família BET é composta pelas proteínas BRD2, BRD3 e BRD4 além de BRDT, 

essa encontrada apenas nos testículos (Taniguchi 2016; Jung et al. 2015). O BRDT tem 

um papel central na remodelação da cromatina durante a espermatogênese, 

principalmente mantendo a arquitetura da cromatina da cabeça do esperma. Essa 

proteína está relacionada como um fator essencial para a diferenciação de células 

germinativas masculinas. Além disso, esse bromodomínio tem papel na regulação das 

divisões meióticas e no reempacotamento do genoma pós-meiótico. Interessantemente, 

o BRDT tem sido sugerida como alvo para a contracepção masculina (Wang and 

Filippakopoulos 2015).  

A proteína BRD2 em humanos é codificada pelo gene BRD2 e tem sido mostrada 

sua relação com o câncer. Além disso, esse bromodomínio desempenha um papel 

fundamental controlando a diferenciação neuronal. Em estudo com embriões de 

camundongos Brd2null foi encontrado formação deficiente do tubo neural e essa 

condição ocasionou a não sobrevivência à gestação, à progressão do ciclo celular e à 

saída do ciclo celular em células neuroepiteliais. Também já foi demostrada obesidade 

em animais com esse gene nocauteado, contudo suas funções e interações necessitam 

de mais estudo (Belkina and Denis 2012; Wang and Filippakopoulos 2015). Já a proteína 

BRD3 é codificada pelo gene de mesmo nome e também é conhecida como RING3-like 

protein e tem algumas funções sobrepostas com BRD2 (Stonestrom et al. 2015). Além 

disso, BRD3 interage com o fator de transcrição GATA1, fator esse que induz os genes 

Figura 4: Organização da família de proteínas BET.   Na figura é esquematizado a localização e 
comprimento dos dois bromodomínios (BD1 e BD2) e a quantidade total de aminoácidos compostos 
juntamente com os aminoácidos extra terminais  

Fonte: (Baud et al. 2014).   
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específicos de eritrócitos enquanto reprime os genes associados ao estado proliferativo 

e imaturo (Wang and Filippakopoulos 2015). 

BRD4 é codificada pelo gene de mesmo nome e é a mais estudada dentre as 

proteínas da família BET. Essa proteína é crucial para a iniciação da transcrição e 

expressão de genes que controlam a proliferação celular como os requeridos na fase M 

para a transição para a fase G1 como RAN e TGIF1 que são programadas para serem 

expressos no final da mitose e inicio do G1 fornecendo a memoria celular de identidade 

(Yang et al. 2005). Outra função importante do BRD4 é regular os genes dependentes 

de NF-. Essa função previne a degradação do REL A, que mantém o NF- ativo 

desempenhando um importante papel nos tumores desenvolvidos pelo NF- assim 

como nas lesões em que esse fator de transição leva a resistência à quimioterapia (Zou 

et al. 2014). BRD4 foi estabelecido como regulador central do alongamento transcricional 

por meio do recrutamento do complexo P-TEFb para a cromatina. A BRD4 facilita a 

dissociação do fator inibitório HEXIM1 resultando em uma forma ativa de P-TEFb, que 

por sua vez fosforila e ativa RNA Pol II (Yang et al. 2005).Também, o BRD4 assim como 

o BRD2 é crucial para o desenvolvimento embrionário além de manter a capacidade de 

auto-renovação das células estaminais. Foi demostrado que BRD4 estimula a expressão 

de genes envolvidos na pluripotência como NANOG, OCT4, SOX2 E PRDM14 e as 

proteínas se ligam a ele nas células troncoembrionárias (Liu et al. 2014; Wu et al. 2015; 

Sahni and Keri 2018). 

Os bromodomínios BRD4 não se ligam apenas a histonas acetiladas, mas 

também com resíduos de lisina acetilada de outras proteínas, incluindo fatores de 

transcrição. Recentemente foi demonstraram que o BRD4 se liga a locos genômicos 

definidos pelos fatores de transcrição. Por exemplo, p300 acetila fatores que transcrição 

o que leva a ligação do BRD4 a loci específicos nesses fatores de transcrição. As 

descobertas explicam um mecanismo pelo qual a BRD4 pode ser recrutada para locais 

específicos da sequência de DNA, e pode ajudar a explicar como os inibidores da BET 

podem ter efeitos inibitórios precisos no câncer (Roe et al. 2015). 

Ademais, o BRD4 é um regulador global da transcrição gênica, portanto, seria 

esperado que sua inibição causasse uma diminuição geral da atividade gênica. No 

entanto, quando é utilizado os inibidores para o BRD4 é encontrado apenas mudança na 

atividade de algumas centenas de genes, principalmente aqueles importantes na 

carcinogênese. Acredita-se que isso se deva pelo fato de o BRD4, além de ocupar 

promotores de genes, tem uma forte preferência por intensificadores e super- 
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potenciadores (super-enhancers), estes últimos frequentemente presentes em genes 

chave de tumores hematológicos e sólidos (Loven et al. 2013). 

 

2.4  Família BET e as doenças  

 

Os bromodomínios e mais especificamente a família BET, por desempenharem 

importantes funções na transcrição gênica e regulação da cromatina, também podem 

desempenhar papéis-chave no desenvolvimento de várias doenças principalmente 

nas doenças inflamatórias e o câncer. Por exemplo, essas proteínas atuam como 

importantes ativadores transcricionais pró-inflamatórios de genes induzidos por 

lipopolissacarídeos (LPS), em macrófagos, incluindo IL-1, IL-6, IL-12, CXCL9 e 

CCL12 e o uso de seus inibidores pode prevenir o choque séptico (Nicodeme et al. 

2010). 

As proteínas BET são conhecidas como estimuladoras do câncer humano, pois 

podem atuar na mutação de genes ou serem responsáveis pela sua super expressão. 

Essas proteínas estão altamente envolvidas no câncer, regulando diretamente a 

expressão de certos genes relacionados ao câncer, como o c-MYC. Essa super 

ativação de c-MYC está altamente relacionada ao desenvolvimento de diversos 

cânceres como leucemia, linfoma, mieloma múltiplo (Jung et al. 2015) e tumores 

sólidos como carcinoma de tireoide (Xu et al. 2018), próstata (Welti et al. 2018), mama 

(Perez-Salvia et al. 2017), rim (Wu et al. 2017) entre outros.  

O BRD4 demonstrou ser um regulador-chave do controle do ciclo celular e 

transcrição de genes promotores de crescimento. Em particular, o papel fundamental 

do BRD4 no recrutamento de P-TEFb (CDK9 / cyclinT) para sítios iniciais da 

transcrição fornece uma estratégia alternativa para atingir o CDK9, alvo validado em 

leucemia (Tong et al. 2010).  BRD4 juntamente com BRD2 tem um papel fundamental 

para a transmissão de vírus tumorigênicos durante a mitose, fornecendo uma 

cromatina âncora para epissomas virais. Por exemplo, durante infecção viral latente 

de vírus herpes associado com o desenvolvimento do sarcoma de Kaposi, a 

transmissão de genomas virais para células filhas durante a mitose é mediada pelo 

epissoma antígeno nuclear associado à latência 1, que é ligado à cromatina através 

da sua interação com BRD4 (You et al. 2006). Além disso, alguns vírus HPV e Epstein-

Barr também realizam esse mecanismo de associação ao BRD4 para ancorar seus 

genomas virais a cromossomos mitóticos (Weidner-Glunde, Ottinger, and Schulz 2010; 
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Lin et al. 2008). Outra função importante do BRD4 em relação aos genes virais é que 

essa proteína BET pode regular a transcrição do HIV induzindo a fosforilação de CDK9 

no resíduo THr29 no complexo de iniciação da transcrição do HIV (Zhou et al. 2009). 

Os bromodomínios BRD4 também tem um papel importante na inflamação 

reconhecendo o RelA acetilado, ajudando assim a estabilizar o NF-κB e a modular a 

sua atividade transcricional. Efeito esse também que pode auxiliar nos tratamentos de 

câncer dependentes de NFKB ou em que esse fator de transcrição leva a resistência 

tumoral (Huang et al. 2009).  

O carcinoma NUT da linha média é um tumor raro, agressivo e de causa 

genética definido por rearranjos do gene NUT. Na maioria dos casos, a maior parte da 

sequência de codificação de NUT no cromossomo 15q14 é fundida com BRD4 ou 

BRD3, criando genes quiméricos que codificam proteínas de fusão BRD-NUT. Esse 

gene funciona bloqueando a diferenciação celular e promover o crescimento 

descontrolado de células escamosas mimetizando um carcinoma espinocelular ou 

basalóide comum (French 2010). 

Relacionado especificamente a lesões da cavidade bucal, no estudo de Wang 

et al.2017 (Wang, Wu, et al. 2017) foi relatado que BRD4 é altamente expresso em 

células da linhagem de câncer bucal Cal27 e o uso de inibidores desse bromodomínio 

leva a diminuição da proliferação celular, indução de apoptose e inibe a invasão 

celular.  Em outro estudo do mesmo grupo, esses mesmos achados foram 

encontrados, contudo relacionado ao carcinoma adenóide cístico (Wang, Wu, et al. 

2017). No trabalho de Meng et al 2014 foi estudado o efeito de inibidor de BRD4 na 

resposta inflamatória e na destruição óssea em modelo de periodontite experimental. 

Os autores encontraram que houve diminuição da transcrição de citocinas 

inflamatórias estimuladas por lipopolissacarídeos (LPS), incluindo interleucina (IL) -1β, 

IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), bem como ativador de receptores do fator 

nuclear kappa-B e marcadores de osteoclastos (Meng et al. 2014).  
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2.5  JQ1 e inibidores da família BET 

 

A família BET é responsável pelo reconhecimento das histonas acetiladas 

encontradas em regiões transcricionalmente ativas da cromatina e promove o 

recrutamento de fatores de transcrição, desta forma, essas proteínas podem estar 

auxiliando na transcrição de genes responsáveis por diversas doenças, incluindo câncer. 

A partir desse conceito foram desenvolvidas algumas drogas com alvo no bloqueio dos 

sítios de ligação dessas proteínas provocando o seu deslocamento e por consequência 

não havendo o reconhecimento da acetilação das histonas. Há estudos utilizando esses 

inibidores em diversos tipos de tratamento como para doenças cardíacas, 

imunossupressão, AIDS, doenças renais, câncer e contracepção masculina (Kulikowski 

et al. 2018; Fontecha-Barriuso et al. 2018; Abner et al. 2018; Segatto et al. 2017; Nicholls 

et al. 2018; Filippakopoulos et al. 2010; Zdrojewicz et al. 2015) 

 

 

Inibidores de BET foram primeiramente descritos e patenteados por cientistas da 

Mitsubish Tanabe Pharma na década de 90 (https://worldwide.espacenet.com/ 

publicationDetails/biblio?CC=JP&NR=2008156311&KC=&FT=E&locale=en_EP 

acessado 04/04/2018, (Nakamura et al. 2007), contudo, somente em 2010 com o artigo 

 Fonte: (Perez-Salvia and Esteller 2017) 

Figura 5. Desenho esquemático da disrupção da acetilação de histonas através do deslocamento 

da ligação do sítio acetilado na cauda das histonas com um bromodomínio. A desconexão do 

bromodomínio com o grupo acetilado leva diminuição na transcrição de diversos genes.  

 

https://worldwide.espacenet.com/%20publicationDetails/biblio?CC=JP&NR=2008156311&KC=&FT=E&locale=en_EP
https://worldwide.espacenet.com/%20publicationDetails/biblio?CC=JP&NR=2008156311&KC=&FT=E&locale=en_EP
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publicado por Filippakopoulos e colaboradores que maiores pesquisas foram 

desenvolvidas nessa área (Filippakopoulos et al. 2010) e novos inibidores BET foram 

desenvolvidos. Os inibidores mais estudados são i-BET 151, i-BET 762, OTX-015, CPI-

203, CPI-0610 e JQ1 utilizado nesse estudo. 

Figura 6: Filogenia baseada na estrutura dos bromodomínios humanos e seus inibidores. Existem 61 
bromodomínios em 46 proteínas contendo bromodomínios. Algarismos romanos indicam as oito principais 
classes estruturais. Os inibidores específicos são indicados ao lado do bromodomínio correspondente.  

FONTE: (Filippakopoulos and Knapp 2014) 
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              Embora existam em humanos 46 proteínas contendo bromodomínios, os 

inibidores de BET inibem seletivamente a família BET. A maioria dos inibidores bloqueia 

todos os quatro membros desta família, BRDT, BRD2, BRD3 e BRD4 embora a maioria 

dos estudos se aprofundam na inibição do BRD4. Esses fármacos agem inibindo as 

proteínas BET competindo com lisinas acetiladas pela ligação em ambas as regiões de 

BRD, impedindo que as proteínas BET se liguem às histonas e, assim, se localizem na 

cromatina (Leal et al. 2017). 

JQ1 foi desenvolvido no laboratório do professor Dr. Bradner, no Instituto do 

Câncer Dana-Farber na Harvard Medical School e recebeu esse nome “em homenagem” 

a um dos seus desenvolvedores, o Dr. Jun Qi. Esse inibidor é descrito como uma 

molécula pequena e permeável a células que se liga competitivamente aos 

bromodomínios com alta potência e especificidade devido a estruturas co-cristalinas 

encontrados no BRD4 revelando excelente complementaridade da forma com a cavidade 

de ligação acetil-lisina (Filippakopoulos et al. 2010). Uma das formas de validar a 

especificidade dessa droga para o BRD4 foi utilizando-a para o tratamento de linhagens 

derivadas de pacientes com o carcinoma NUT da linha média. Após 7 dias em cultura 

com exposições nanomolares ao JQ1, observa-se diferenciação terminal das células em 

células epiteliais e parada de proliferação desenfreada pelo silenciamento de BRD4-NUT 

(Filippakopoulos et al. 2010; Qi 2014) . 

  Essa pequena molécula é a mais amplamente estudada dos inibidores de 

bromodomínios e possivelmente devido ao acesso aberto de sua descoberta. Portanto, 

o inicial não-patenteamento da droga contribuiu por uma maior aceitação da comunidade 

científica contribuindo para uma pesquisa mais extensa e mais impactante sobre a 

molécula e seu alvo terapêutico além de acelerar a translação dos resultados para a 

clínica (Arshad et al. 2016). 

 

 

   
Fonte:(Filippakopoulos et al. 2010) 

Figura 7: Estrutura molecular do JQ1.  
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3 OBJETIVOS  

 
 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
 

O objetivo geral do presente estudo foi estudar o efeito da inibição do BRD4 nos 

CECP. 

 

3.2 OBJETIVO ESPECÍFICOS  

 

 Avaliar a expressão do BRD4 e H4ac após o uso do inibidor JQ1 nas linhagens 

celulares de CECP. 

 Avaliar in vitro através de ensaios mecanísticos o efeito do inibidor JQ1 sob a 

invasão, proliferação, apoptose, ciclo celular e células tronco tumorais de CECP. 

 Avaliar a ativação senescência e p53 após o uso do inibidor JQ1 em CECP. 

 Avaliar a efetividade do tratamento com JQ1 em modelo de xenoenxerto de 

células de CECP. 
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Abstract 
 
Head and neck cancers (HNSCC) are one of the most common solid malignancies of the 

world, being responsible for over 350,000 deaths every year. In the US, an estimate of 

64,000 people will be diagnosed with HNSCC this year and more than 13,000 patients 

will succumb to the disease. Much of the complication in managing and treating HNSCC 

advent from the genetic landscape of the disease proven to be far more complex than 

anticipated. Emerging information has shown that targeting the epigenetic regulator 

bromodomain and extra-terminal (BET) family containing protein 4 (BRD4) has shown 

positive results in several malignancies. BRD4 is a chromatin binding protein that 

functions as a scaffold for transcription factors at promoters and super-enhancers. Here 

we show that by disrupting the interaction between BRD4 and histones, the bromodomain 

inhibitor JQ1 induced tumor growth arrest followed by the activation of cellular 

senescence. JQ1 further reduced the phosphorylation levels of SIRT1, a nicotinamide 

adenosine dinucleotide (NAD)-dependent deacetylase and consequently reduced the 

population of ALDHBright cancer stem cells. As observed in vitro, in vivo administration of 

JQ1 resulted in disruption of HNSCC growth along with the activation of cellular 

senescence, induction of DNA damage as judged by the accumulation of H2AX positive 

foci, and depletion of Sirt1 positive cells. Furthermore, we also demonstrate that JQ1 was 

efficient in depleting cancer stem cells from HNSCC xenografts. 
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Introduction 
 

The genetic landscape of HNSCC is complex and represent a real challenge in the 

development and validation of new therapeutic approaches. With the technological 

advances in whole-exome sequencing, several studies have demonstrated a   of 

deregulated molecular pathways involved in key biological functions of cancer. In 2011, 

two research groups showed that TP53, NOTCH1, CDKN2A, PIK3CA, HRAS, and PTEN 

constitute the most commonly mutated genes in HNSCC (Agrawal et al., 2011; Stransky 

et al., 2011). The complexity of gene mutations, however, suggests that mutations may 

account for part of the biological complexity of HNSCC. In fact, along p53 that was found 

mutated in 62% of all 74 human samples, the second most common mutated gene is the 

CDKN2A found mutated in only 12% of the cases (Stransky et al., 2011). Indeed, the low 

penetrance of mutations found within human tumors strongly corroborates to the 

existence of other deregulated factors in HNSCC.  

The epigenome is the combination of chemicals and proteins capable of directly 

attaching to the DNA (genome) and modify gene expression. Locally, cells can 

differentially use the information from the genome by activating and deactivating gene 

expression accordingly to the given needs of a tissue. The modifications to the DNA 

resulting in changes of gene expression are called “mark” that can have a transitory 

nature or can be persistent and thereby transmitted through generations. Histone 

acetylation and DNA methylation are marks that modulate gene expression. The 

epigenome is constantly changing during the lifespan of an organism as a response to 

changes of the extrinsic factors like the environment.  

Our focus is on epigenetic modifications driven by histone modifications. These 

modifications are transient and fast-occurring events as we have shown during HNSCC 

chemoresistance to cisplatin (Almeida et al., 2014). We have also shown that histone 

modifications have a direct impact on the fate of cancer stem cells (CSCs)(Almeida et al., 

2017; Castilho et al., 2017; Guimaraes et al., 2016; Wagner et al., 2018) and that HDAC 

inhibitors can sensitize tumor cells to chemotherapy. However, the mechanism by which 

histone modifications can modify cancer stem cell fate is not fully understood. Here, we 

decided to explore the role of the bromodomain and extra-terminal (BET) family 

containing protein 4 (BRD4) in the biology of HNSCC. BRD4 function as chaperons to 

facilitate transcription through histone H4. Also, BRD4 play an essential role on the colony 

formation of embryonic stem cells (ESC), along with the self-renewal ability of ESC and 

expression of associated pluripotency genes (Di Micco et al., 2014; Horne et al., 2015; 
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Liu et al., 2014). Indeed, expression levels of BRD4 are found reduced during cellular 

differentiation of embryonic stem cells (Gonzales-Cope et al., 2016). By inhibiting the 

binding of BRD4 to histone H4 using a specific inhibitor for the BRD family of 

bromodomains, we showed that head and neck tumor cells cannot form colonies and 

present reduced ability to invade substrate. Remarkably, BRD4 inhibition resulted in the 

activation of tumor senescence along with downregulation of Sirt1, a NAD-dependent 

deacetylase known to be associated with longevity and enhanced survival of human stem 

cells (Jang et al., 2017). Most exciting, we found that disruption of BRD4/histone H4 

binding result in reduced number of cancer stem cells, a subpopulation of tumor cells 

capable of evading chemo and radiotherapy and involved in tumor regrowth. All in all, we 

observed that by inhibition of the BRD4/histone H4 binding result in a promising therapy 

to manage HNSCC. 

 

Results 

JQ1 efficiently reduced the levels of BRD4 and histone H4 acetylated in HNSSC cell 

lines 

BRD4 is a member of BET family which is associated with acetylated chromatin 

and facilitate transcriptional activation. JQ1 is small molecule whose function is connect 

to the amino-terminal twin bromodomains of BRD4 and displace histone bind. As a 

histone acetylation recognition, the inhibitor JQ1 shown an important role in oncogenes 

regulation mainly because loss of BRD4 bind can disrupt oncogenes enhancers (Loven 

et al., 2013). 

Here, we sought to explore if administration of JQ1 was effective in reducing the 

protein levels of BRD4 and histone H4 (Lys 5,8,12 and 16). Tumor cells where exposed 

to JQ1 at a concentration of 1ug/ml for 24hrs. Both, drug concentration and treatment 

time was determined by time course assay and a dose inhibition assay using 

immunostaining of BRD4 as a readout to identify the optimal conditions of JQ1 

administration to cancer cells. We found that JQ1 can efficiently reduce the levels of 

BRD4 from all analyzed tumor cell lines (Figure 1A,1 B, 1C). Using the same 

pharmacological conditions applied to BDR4, we also observed that binding of JQ1 to the 

amino-terminal of BRD4 also resulted in reduced levels of histone H4 (Lys 5,8,12 and 16) 

in all analyzed HNSCC cells (Figure 1D, 1E, 1F). 
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Our results indicate that JQ1 is an efficient inhibitor of BRD4-Histone H4 

interaction in HNSCC tumors, however we did not know if displacement of BRD4-histone 

H4 binding have any effects on the biology of HNSCC.  

 

JQ1 impacts the ability of head and neck cancer cells in generate colonies, halts 

tumor invasion, and induced cell cycle arrest. 

Following our initial findings on the ability of JQ1 to disrupt BRD4-histone H4 

binding, we decided to explore the effects of bromodomain inhibitors in the growth of 

tumor colonies. Our clonogenic assay shown that JQ1 completely disrupted the tumor 

cell ability to form colonies in all HNSCC cells (Figure 2A, ** p<0.01, ***p<0.001). Notably, 

further examination of tumors cells growing in the presence of JQ1 demonstrate that 

inhibition of BRD4-histone binding at the working concentrations of 1 ug/ml is not toxic to 

the cells. Rather, JQ1 maintained tumors cells in a quiescent stage as depicted in figure 

2B. Indeed, the only agglomerate of tumor cells contain fewer than 50 cells what it does 

not constitute in a colony (Figure 2B_lower panel). 

Following our findings, we decided to explore if administration of JQ1 would impact 

the invasive ability of HNSCC cells. Interestingly, we found that tumor cells receiving JQ1 

presented a reduce ability to invade the substrate (fibronectin) using a Boyden chamber 

assays. Interestingly, the observed effects of JQ1 are not associated to the activation of 

apoptosis as we have not observed accumulation of caspase 3 using flow cytometry 

(Figure 2D, ns>0.05). Following our findings on the ability of JQ1 in halt tumor invasion 

and colony forming, we used Propidium Iodine to explore the effects of JQ1 on the cell 

cycle of tumor cells. We also observed that JQ1 can induce strong cell cycle arrest in G1 

phase in all tumor cell lines we have evaluated (Figure 3A and 3B). Interestingly, although 

we have not detected apoptotic cells when assessing caspase 3 levels (Figure 2D), we 

observed that incorporation of Propidium Iodine revealed a slight accumulation of 

apoptotic cells exclusively in HN13 cell line upon administration of JQ1 (Figure 3). 

 

JQ1 induces cellular senescence along with downregulation of SIRT1 and 

acetylated p53 in HNSCC cells 

In search for a mechanism that could explain the effects of JQ1 on HNSCC cells 

and the quiescent-like phenotype and G1 arrest observed in Figures 2B and 3, we found 

that tumors cells receiving JQ1 underwent cellular senescence within 24hrs of treatment. 

Cellular senescence can be identified by the accumulation of p16ink4, an essential 
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mechanism epigenetically controlled by the Polycomb group (PcG)(Simboeck et al., 

2011). Two out of the 3 tumor cell lines (HN6 and HN13) did express low levels of p16ink4 

expression at basal levels (vehicle), while one tumor cell line (HN12) presented high 

levels of p16ink4 in the control group (Figure 4A). Administration of JQ1, however, 

resulted in activation of cellular senescence in all HNSCC cells independent of the basal 

levels of p16ink4 (Figure 4B ** p<0.01).  

In cancer, activation of the protective mechanism of cellular senescence is often 

antagonized by the NAD+-dependent Class III histone deacetylase SIRT1. SIRT1-

mediated deacetylation of p53 (lys382) resulting in loss of p53 function and resistance to 

cellular senescence. Here we show that disruption of BRD4/histone interaction mediated 

by JQ1 dramatically reduced the expression levels of phospho-SIRT1 in all tumor cell 

lines (Fig. 4C, * p<0.05; ** p<0.01; **** p<0.0001). Surprisingly, administration of JQ1 

also reduces total p53 levels in HN6 and HN13 cells whereas HN12 does not express 

p53 due to point mutation in exon 7 splice donor motif (Yeudall et al., 1997). While 

reduced phosphorylation levels of SIRT1 mediated by JQ1 should result in the 

accumulation of p53, the observation of reduced levels of total p53 upon disruption of 

BRD4/histone interaction was further validated by detecting reduced levels of Acetyl-p53 

(lys382) (Fig. 4D). It is interesting to note that HN6 and HN13 also present mutations on 

TP53 (missense) (Yeudall et al., 1997), and that point and missense mutations observed 

in our cell lines have been shown to induce a dominant negative effect over wild-type p53 

as previously described (Yeudall et al., 1997). Interestingly, we found an increase of p21 

levels in the same cell lines we found a reduction of p53 (HN6 and HN13) and we also 

did not find p53 expression in HN12 cell line (Figure 4D). p21 is controlled by p53 and is 

a major mediator of p53-dependent cell-cycle G1 phase arrest and senescence (Terzi et 

al., 2016). These results corroborate with our previous findings on G1 Cell cycle arrest 

results (Figure 3A and 3B) and activation of cellular senescence.  

 

Disruption of the BRD4-Histone H4 interaction using JQ1 reduces the population 

of cancer stem cells and halt tumor growth. 

Cancer stem cells are known to confer resistance to chemo and radiotherapy to 

solid tumors. We have previously shown that HDAC inhibitors such as Vorinostat, and 

TSA are capable of disrupting tumor spheres and reduce the population of ALDHBright 

CD44+ cells in vitro and in vivo (Almeida et al., 2017; Guimaraes et al., 2016; Wagner et 

al., 2018). Here we sought to explore if inhibition of BRD4-Histone H4 interaction would 
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impact he population of cancer stem cells. We found that administration of JQ1 to HNSCC 

cells reduced the enzymatic activity of ALDH in CD44+ tumor cells in all analyzed cell 

lines (Fig. 5A and 5B, * p<0.05,). 

Following our promising results on JQ1 and cancer stem cells, we decided to 

evaluate in vivo the effects of JQ1 in tumor growth. Xenografts were generated using 

HN12 tumor cells (5 x 106) injected in the flanks of nude mice (nu/j) (n=6 mice/group). 

After tumors growth to 100 mm3, mice received IP injections of JQ1 (50 mg/kg per day) 

for 30 days. Control mice received vehicle alone (DMSO diluted in 1x PBS + 5% Tween 

80). After 30 days of JQ1 we observed a reduction in growth compared to the vehicle 

group (Fig. 5C and D). Tissue samples from xenografts were analyzed for cellular 

senescence (p16ink4), DNA Double Strand Breaks (DSB), levels of phosphorylated 

SIRT1 and aldehyde dehydrogenase (ALDH). Similar to our in vitro findings, 

administration of JQ1 resulted in a strong activation of cellular senescence in tumor cells 

(Fig. 5C_p16ink4, and 5E, ** p<0.01). The accumulation of -H2AX is associated with 

telomere shortening of aging cells/organisms, and with the activation of cellular 

senescence through different mechanisms including oncogene-induced-senescence 

(OIS) (Castilho et al., 2009; Hovest et al., 2006; Liu et al., 2007; Sedelnikova et al., 2004). 

Similar to our p16ink4 results, tumor cells receiving JQ1 presented high levels of -H2AX 

compared to controls (Fig. 5F * p<0.05). In vivo administration of JQ1 also resulted in a 

reduction of ALDH positive cells (Fig. 5G * p<0.05) along with the downregulation of 

phosphorylated SIRT1 (Fig. 5H *** p<0.001).  

 

Discussion 

 

The epigenome constitutes a powerful molecular modulator of our genome 

responsible for constant adaptation of our body to changes on the environment. However, 

during carcinogenesis, the epigenome is also modified and to a certain extent 

reprogramed thereby facilitating cancer initiation and progression. An evidence on the 

epigenome deviations during carcinogenesis are represented by the increased 

methylation of tumor suppressor genes observed in premalignant and malignant lesions 

(Nephew and Huang, 2003). Similar to modifications to the methylation landscape, 

histone modifications are also observed during carcinogenesis with a particular tendency 

for hypoacetylation and trymethylation modifications of histones resulting in overall gene 



 

 

40 

repression (Fraga et al., 2005). What remains poorly understood however, is the new 

signaling balance between the epigenome and mutated genes.  

Perhaps one of the most notorious deregulated tumor suppressor genes in cancer 

history is the TP53. Under normal conditions, p53 present short half-life and is rapidly 

degraded, however under genotoxic stress, p53 undergo phosphorylation, acetylation, 

and other post translation modifications that stabilized p53 protein and increased 

transcriptional activity of genes associated with cell cycle arrest, senescence and 

apoptosis among others (Pant and Lozano, 2014). Of interest to this study, acetylation of 

p53 at lysine’s k373 and k382 resulting in prolonged protein half-life due to reduce 

ubiquitination (Zhao et al., 2006). Acetylation at K382 and K320 plays an important role 

on the recruitment of p53 co-activators, p300/CBP and TRRAP in response to DNA 

damage (Barlev et al., 2001). Like gain of function through acetylation, deacetylation p53 

by HDAC1 and SIRT1 result in downregulation of its activity (Barlev et al., 2001; Luo et 

al., 2001). Here we used tumor cells containing common p53 point and missense 

mutations and presenting a dominant negative effect over wild-type p53 protein  (Yeudall 

et al., 1997; Zhou et al., 2016). Interestingly, we observed that interfering with 

BRD4/histone H4 interaction resulted in deacetylate of p53. To our knowledge, this is the 

first time that JQ1 is shown to downregulate acetylated p53 in cancer. Total levels of p53 

was also downregulated by JQ1 suggesting that JQ1 may be efficient in reducing the 

levels of mutant p53. In search for a mechanism involved in the JQ1-induced activation 

of cancer senescence, we looked into the expression levels of SIRT1, a class II histone 

deacetylases NAD + dependent associated with gene expression, cell cycle regulation, 

apoptosis, DNA repair, metabolism and life span (Brooks and Gu, 2009; Martins and 

Castilho, 2013). Indeed, downregulation of SIRT1 is found in aging organisms and during 

the activation of cellular senescence (Hayakawa et al., 2015).  

Cellular senescence is a normal process when cell cease to divide permanently 

and irreversibly cell cycle arrest, but cancer cells can skip this scenario. This mechanism 

is possible by shortening of telomeres activation of oncogenes, DNA damage and 

inactivation of tumor suppressors. The global changes in chromatin structure as 

disruption of BRD4/H4 relationship may modification the promoter regions of tumor 

suppressor genes, as we found in p53 and p21 after JQ1 exposition and turn on 

senescence.  

Small molecules capable of modulating the Epigenome like HDAC and 

bromodomain inhibitors have shown a common trend in activating cellular senescence in 
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normal and malignant tissues including head and neck cancers (Almeida et al., 2017; Di 

Bernardo et al., 2009; Vargas et al., 2014). For example, SAHA, a HDAC inhibitor class I 

and II, can activate senescence in breast cancer (Xu et al., 2005), glioblastoma (Hsu et 

al., 2016), colon carcinoma cells (Xu et al., 2005). Interestingly, this mechanism is not yet 

well explored associated with BRD4 inhibitors, but some studies shown that it can drives 

the same effect (Dong et al., 2018; Kamijo et al., 2017; Zanellato et al., 2017; Zhang et 

al., 2017) mainly by p21 activation. In general, when we are studding cancer therapy the 

first thought is inducing apoptosis in tumor cells. However, pass though senescence 

appears to be an important mechanism, but not so explored in carcinogenesis.  

Along the activation of cellular senescence, HDAC inhibitors have also shown by 

our group and others to deregulate stem cell-associated genes resulting in disruption of 

cancer stem cells (Almeida et al., 2017; Cai et al., 2018; Giudice et al., 2013; Guimaraes 

et al., 2016; Wagner et al., 2018). BET inhibitors, however, have been used in diverse 

solid cancers from the lung, gastrointestinal, prostate, breast, brain, however little is 

known of its effect over the population of cancer stem cells (Cheng et al., 2013) and new 

approach may be studied in the future. 

In fact, we do not know if gene mutations are facilitated by modifications in our 

epigenome or a dysfunctional epigenetic signaling advent from the accumulation of 

mutations. What is known, however, is that key tumor suppressor genes function is 

controlled by epigenetic modifications. Overall, found new chemotherapy able to target 

tumor suppressor genes and bring its functionality is exciting new approaches for cancer 

therapy brought by JQ1 (Figure 6).  

 

 
Materials and Methods  

 

Cell Line 

HNSCC cell lines HN6, HN12, and HN13 were cultured in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (GE Healthcare Pittsburgh, PA, USA) supplemented with 10% fetal 

bovine serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 1% antibiotic-antimycotic 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The cells were maintained in a 5% CO2-

humidified incubator at 37 °C. Vehicle group was treated with 1uM DMSO, and JQ1 group 

was treated with 1uM of JQ1 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).  
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Immunofluorescence and Immunohistochemistry 

 The cells were seeded on glass coverslips in 6-well plates and fixed with 

paraformaldehyde at room temperature for 20 minutes. Tissue slides were sectioned into 

3‐μm sections and placed on silanized slides. The slides were deparaffinized in xylene 

and hydrated in descending grades of ethanol. Antigen retrieval was performed prior to 

primary antibody incubation. The cell’s coverslips and tissue samples were blocked with 

0.5% (v/v) Triton X-100 in PBS and 3% (w/v) bovine serum albumin (BSA), and incubated 

with anti-BRD4, anti-NFKB, anti-p-SIRT-1 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA), anti-

acetyl-Histone H4 Lys 5, 8, 12, 16, anti-p-Histone H2AX Ser139 (EMD Millipore, 

Burlington, MA, USA), anti-p16 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), and anti-

ALDH1A1 (Abcam, Cambridge, MA, USA) as indicated. Cell’s coverslips and tissue 

samples were then washed three times with 1x PBS and incubated with Alexa Fluor 488 

or 568 secondary antibody for immunofluorescence (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 

60 min at RT and then stained with DNA staining Hoechst 3342 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) for visualization of DNA content. For immunohistochemistry the cells and tissue 

were incubated with biotinylated secondary antibody (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA) followed by incubation with diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) and stained with Mayer´s hematoxylin. Immunofluorescence 

and Immunohistochemistry images were taken using a QImaging ExiAqua monochrome 

digital camera attached to a Nikon Eclipse 80i Microscope (Nikon, Melville, NY), 

visualized with QCapturePro software, and quantified with Adobe Photoshop (Adobe 

Systems, San Jose, CA, USA).   

 

Colony formation  

For colony formation 600 cells were plated into 6-well cell culture plates 

determined by plating efficiency. After overnight incubation, cells were treated with JQ1 

or DMSO as indicated every 12 hours. The cells grew for an additional 5 days to form 

colonies and were then fixed with 7:1 methanol and acetic acid, and then stained with 

0.1% crystal violet. Colonies with more than 50 cells were counted as surviving colonies. 

 

Invasion Assay 

HN6, HN12, HN13 cells were seeded (104) on 24-well plates over a homogeneous 

thin layer of fibronectin (BD Biociences, San Jose, CA, USA) in Millicell Cell Culture 
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Inserts (Greiner Bio-one, Kremsmüster, Austria) that contained polycarbonate fiber 

membranes with 8uM diameter pores. Cells were maintained in DMEM and 

supplemented as usual, the vehicle group received 1uM of DMSO diluted in media, and 

the JQ1 group received the drug diluted in media. The lower chamber contained DMEM 

supplemented with 20% FBS and 1% antibiotic-antimycotic. After seeding, cells were 

incubated for 24 hours. Invasive cells in the lower chamber were stained with hematoxylin 

and eosin (H&E). Images were taken using a QImaging ExiAqua monochrome digital 

camera attached to Nikon Eclipse 80i Microscope (Nikon, Melville, NY, USA), and 

visualized using QCapturePro software.  

 

Immunoblotting  

Cells were seeded in a 10cm3 dish and treated as previous descriptions for 24 

hours changing the DMSO or JQ1 every 6 hours. They were harvested in RIPA buffer 

and briefly sonicated. Protein lysates were separated by 12% SDS–PAGE and 

transferred to a polyvinyl difluoride membrane (Immobilon) (Millipore, Billerica, MA, USA) 

activated by methanol. Membranes were blocked in 0.1 M Tris (pH 7.5), 0.9% NaCl and 

0.05% Tween-20 (TBS-T) with 5% nonfat dry milk. Membranes were incubated with anti-

p53 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), anti-Acetyl-p53 (Lys382) (Cell 

Signaling, Danvers, MA, USA), anti-p21 (Abcam, Cambridge, MA, USA) and anti-GAPDH 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) serving as a loading control. The reaction was 

visualized using ECL SuperSignal West Pico Substrate (Pierce Biotechnology, Waltham, 

MA, USA). 

 

Flow cytometry 

The vehicle and JQ1 groups were stained by propidium iodide to evaluate cell 

cycle distribution. After 48 hours of treatment with DMSO or JQ1 for every 12 hours, cells 

(106) were harvested and fixed with 100% ethanol on ice for a minimum of 20 minutes. 

The cells were pelleted and ethanol excess was discarded. The cells were resuspended 

in a PI-RNAse solution (50 μg/mL PI + 100 μg/mL RNAse, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) and incubated for 20 minutes at room temperature. All samples were analyzed 

using a FACS Canto IV (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) at the University of Michigan 

Flow Cytometry Core, and the percentages of cells in subG0/G1, G1, S and G2 were 

calculated. 
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HN6, HN12 and HN13 cancer stem cell-like cells were identified by aldehyde 

dehydrogenase (ALDH- StemCell Technologies, Durham, NC, USA) activity combined 

with CD44-APC expression (BD Biosciences, clone G44-26) using flow cytometry. The 

Aldefluor kit was used according to the manufacturer's instructions to identify cells with 

high ALDH enzymatic activity followed by CD44-APC incubation. Cells with or without 

pretreatment as described previous were suspended with activated Aldefluor substrate 

(BODIPY amino acetate) or negative control (dimethylamino benzaldehyde, a specific 

ALDH inhibitor). All samples were analyzed using a BD Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences 

San Jose, CA, USA). 

 

Tumor xenograft assay 

HN12 cells (5x106) were inoculated into the female nude mice (5-6-week age, 20 

grams in weight average). Within 3-4 weeks, xenograft tumors were established, and 

tumor volumes were around 100 mm3. The mice were randomly assigned into vehicle 

and JQ1 group as mentioned previous. JQ1 was first dissolved in DMSO and then diluted 

in 1x PBS + 5% Tween 80 and administered through intraperitoneal injection. This drug 

was administered at 50 mg/kg/mouse once per day. Tumor height, length and width was 

measured using a digital pachymeter three times a week until it reached the maximum 

dimension allowed. Then, the mice were euthanized, and the tumor tissues were 

collected. Estimated daily tumor growth was calculated according to previous study 

(Enomoto et al., 2017). The animal procedures were approved by the Institutional Animal 

Care and Use Committee (IACUC) at University of Michigan and comply with the National 

Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism (GraphPad Software, 

San Diego, CA). Statistical analysis was performed using unpaired Student's t-test or 

Mann-Whitney test according normal distribution. Asterisks denote statistical significance 

(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; and NS p > 0.05). 
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Figures legend  

 
Figure 1. Administration of JQ1 reduces BRD4 and H4ac Lys 5,8,12 and 16 cell levels. 

(A) Immunofluorescence to detect the percentage of positive cells of BRD4 (A, B, C) and 

H4ac (D, E, F) expression in HN6, HN12, and HN13 cell lines. Cell lines were treated with 

vehicle (control) or JQ1(1M) for 6 hours. Ten fields were quantified using ImageJ 

software. Data in the graphs are shown as mean ± SD. Asterisk denotes significant 

differences (****p<0.0001, ***p<0.001, *p<0.05) 

  

Figure 2. JQ1 prevents colony formation and decreases cellular invasion. (A) 

Representative graphic of clonogenic survival assay. The number of colonies was 

measured 7days after treated with vehicle or JQ1 every 12 hours (1M - 600 cell seeded 

per well) N=3. Note that JQ1 prevents colony formation in all cell lines studied. (B) 

Illustrative images show only isolated single tumor cells could be observed within the JQ1 

group. (C) Cell invasion assay was analyzed 24hours after vehicle (DMSO) or JQ1 

treatment. JQ1 decrease the cells invasion capacity, N=3. (D) FACS analysis was 

performed to quantify cleaved caspase-3 in HNSSC cell lines after administration of JQ1 

every 12 hours for 2 days. JQ1 group shows no significantly cleaved caspase-3 

expression increase in HN6 and HN12 cell line, N=6. 

 Data in the graphs are shown as mean ± SD. Asterisk denotes significant differences 

(****p<0.0001, *** p<0.001, **p<0.01, * p<0.005, ns= p>0.005).  

  

Figure 3. JQ1 drives G1 arrest. (A) Representative images collected by FACS. Vehicle 

and JQ1 group were treated every 12 hours for 1 day, N=3. (B) Pie graphs shown cell 

cycle phases data. Note that JQ1 treatment drives tumor cells to G1 phase. Data in the 

pie graphs are shown as mean of percentage of cell in every phase.  

  

Figure 4.  JQ1 reduces levels of p53 expression or activates cellular senescence. (A) 

representative staining for p16 (400x magnification). Immunohistochemistry assay shows 

JQ1 increases p16ink4 expression in HN6, HN12 and HN13 cell lines. Note the cell 

labeling manly after JQ1 application (lower row). (B) Fold change in HN6, HN12 and 

HN13 is 3.6, 2.26 and 2 respectively. Five fields were quantified and it was calculated the 

percentage of positive cells from total cells using ImageJ software. (C) 

Immunofluorescence labeling shows p-Sirt-1 expression is lower in JQ1 group.  HNSCC 
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cell lines under vehicle or JQ1 treatment for 6hrs. Ten fields were quantified using ImageJ 

software. Data in the graphs are shown as mean ± SD. (D) p53 and acetyl-p53 (lys382) 

expression decreases in cells submitted to different doses of JQ1 (0 uM, 1uM and 10 uM) 

treatment by western blot analysis. Note that p21 expression increases when after JQ1 

treatment. No expression is found in HN12 cells. 

Asterisk denotes significant differences (****p<0.0001, **p<0.01, * p<0.005). 

  

Figure 5. JQ1 target stem cells and halt tumor growth. (A) Illustrative imagens of ALDH 

(green) and CD44+ (red) populations. (B)  Graph of ALDH and CD44+ bright cells. JQ1 

group reduces cancer stem cell-like. (C) Xenograft assay. Illustrative pictures of clinical 

tumor, H&E staining and p16ink4 expression by IHC. (D) Graphic shows difference of 

tumor growth in mice group treated with vehicle or JQ1. Note the size difference mainly 

in days 28 and 30 of the experiment. (E) Graph of p16ink4 expression. JQ1 leads tumor 

cells to senescence. A higher p16ink4 expression was found in JQ1 group. Five fields 

were quantified and it was calculated the percentage of positive cells from total cells using 

ImageJ software. (E) ALDHA1, (F) H2Ax and (H) p-Sirt-2 immunofluorescence staining.  

Ten fields were quantified using ImageJ software and a percentage of positive cells was 

calculated.         

Data in the graphs are shown as mean ± SD. Asterisk denotes significant differences     

(*** p<0.001, **p<0.01, *p<0.005, ns= p>0.005) 

  

Figure 6. Schematic illustration of JQ1 as a therapeutic strategy. (A) BRD4 as a reader 

of acetyl-lysine histone leading an invasion, proliferation and more number of cancer stem 

cells (red dots). (B) JQ1 interfering BRD4 - acetyl-lysine histone binding and decreasing 

the invasion, proliferation and the number of cancer stem cells (red dots).
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O CECP é uma doença multifatorial e nenhum agente etiológico isolado tem sido 

relacionado a essa doença (Rivera 2015). Contudo, nos últimos anos com o avanço da 

bioinformática e com a possibilidade de um rastreio através de sequenciamentos 

genéticos com um grande número de pacientes, assim como realizado no TCGA, foi 

possível entender quais a principais alterações genéticas envolvidas nessa neoplasia. 

No entanto, além do p53 que foi encontrado sua mutação em 62% dos casos, não foi 

encontrado nenhum outro gene com prevalência em mais de 50% dos casos. Esses 

dados corroboram para o papel da epigenética nessa lesão 

(https://cancergenome.nih.gov acessado 23/03/18).  

A epigenética é o termo usado para descrever mecanismos que provoquem 

alterações na expressão gênica sem que ocorram modificações na sequência do DNA 

(Weinhold 2006). Por se algo dinâmico, as mudanças epigenéticas tem sido um novo 

alvo para o tratamento do câncer com resultados promissores (Kejik et al. 2018; Wagner 

et al. 2018; Almeida et al. 2017). Sobre essa abordagem de terapia, além do estudo da 

metilação de DNA, ou ainda da inibição das HDACs, tem se ganhado destaque nos 

últimos anos, o papel da inibição dos leitores de histona com nova terapia para diversas 

neoplasias (Castilho, Squarize, and Almeida 2017; Martins and Castilho 2013).  

Em estudos anteriores do nosso grupo, foram explorados aspectos epigenéticos 

relacionados com a carcinogênese (Webber et al. 2017; Wagner et al. 2017) e também 

com o uso de inibidores epigenéticos para o tratamento de CECP (Wagner et al. 2018; 

Almeida et al. 2017). Contudo, nunca havíamos explorado a papel dos bromodomínios 

nessa neoplasia. Nesse aspecto, optamos por estudar o papel do JQ1 nos CECP. JQ1 

é uma nova droga utilizada para deslocar a conexão entre a histona acetilada e o BRD4 

evitando assim o reconhecimento da acetilação das histonas (Filippakopoulos et al. 

2010). Essa droga tem atingido resultados satisfatórios em outras lesões (Welti et al. 

2018; Sahni and Keri 2018; Wang, Hong, et al. 2017) e como já relatado anteriormente 

por outros trabalhos, a acetilação das histonas desenvolve um importante papel na 

carcinogênese e sua inibição mostrou interessantes avanços no tratamento dessa 

neoplasia.  

Primeiramente, utilizamos o JQ1 nas linhagens de CEC HN6, HN12 e HN13 e 

encontramos uma diminuição da expressão de BRD4 e H4. Então decidimos explorar 

através de ensaios mecanísticos qual seria o papel dessa droga nessas três linhagens. 
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Nós encontramos que, após o uso da droga, houve uma diminuição no número de 

colônias, além da diminuição do número de células com capacidade de invasão e um 

maior número de células em pausa na fase G1. Contudo, não encontramos diferença em 

relação a apoptose. A partir desses resultados, pensamos que a senescência pudesse 

estar sendo ativada após o uso do JQ1.  

 Foi realizada a imunomarcação do p16ink4, conhecido marcador de senescência 

e interessantemente, encontramos uma maior expressão desse marcador após o 

tratamento com JQ1. Além disso, também exploramos o a expressão de SIRT1 como 

regulador do processo através da desacetilação do p53.  

 O CECP é uma lesão composta por diversas populações distintas de células e 

para conseguirmos um tratamento eficaz é necessária uma abordagem que de forma 

isolada ou combinada consiga diminuir essas populações de células (Wagner, Martins, 

and Castilho 2018). À vista disso, resolvemos também explorar qual seria a interferência 

do JQ1 nas células tronco-tumorais, através da marcação de CD44+ e ALDH, 

marcadores já utilizados e descritos na literatura para a identificação de um fenótipo 

tronco celular (Adams et al. 2015). Encontramos uma diminuição na expressão desses 

marcadores em todas as linhagens estudadas.  Corroborando com os resultados 

anteriores e reforçando o papel como um novo alvo terapêutico do BRD4.  

 Para validar os nossos resultados, resolvemos explorar o uso dessa droga in vivo, 

e realizamos xenoexerto de implantamos células da linhagem HN12 nos animais nudes. 

Encontramos resultados clínicos satisfatórios, além da diminuição do volume do tumor 

em relação aos animais tratados apenas com o veículo também a diminuição de 

marcadores como ALDH (células-tronco), -H2Ax (dano ao DNA) p-SIRT1 (desacetilação 

do p53) e p16ink4 (senescência).  

 Por fim, avaliando nossos resultados, podemos concluir que JQ1 é uma terapia 

promissora para o tratamento de CECP. Novos estudos são necessários para explorar, 

mais especificamente a forma de ação dessa droga. Além disso, acreditamos que o uso 

dessa droga combinada com outro agente quimioterápico que diminua a proliferação 

celular possa ser uma nova alternativa para o tratamento de pacientes com essa 

neoplasia.  
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