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1. INTRODUÇÃO 
 

A utilização de Mycobacterium bovis BCG no tratamento de carcinomas de 
bexiga representa o maior sucesso no uso de imunoterapias para tratamento de 
câncer. O câncer de bexiga é o segundo tipo de câncer maligno que mais 
acomete o trato urinário (SIEGEL, 2015). De acordo com o Instituto Nacional de 
Câncer, são estimados 9.670 novos casos de câncer de bexiga para o ano de 
2016 (INCA, 2016). 

O câncer de bexiga está relacionado com a inibição do gene supressor de 
tumor p53, deleções no cromossomo 9 e ativação de alguns oncogenes como c-
erb-B2, HER-2/neu e H-ras (JUNG, 2000). A forma mais comum como este 
câncer se apresenta é o carcinoma superficial de bexiga caracterizado por possuir 
altas taxas de recorrência e predisposição para progredir para tumor músculo 
invasivo (SYLVESTER et al, 2005). Os tratamentos mais comuns consistem em 
intervenção cirúrgica, quimioterapia intravesical ou imunoterapia com 
Mycobacterium bovis BCG. (MISRA, 2010). 

As propriedades antitumorais de BCG foram observadas pela primeira vez 
em 1976 por Morales e colaboradores, sendo hoje considerado tratamento padrão 
ouro para carcinomas in situ. Este tratamento foi aprovado em 1990 pela FDA 
(AMIRKHAH et al, 2009) e baseia-se na geração de uma resposta imune ativa 
contra antígenos associados a tumores (TAAs), promovendo a estimulação do 
sistema imune através do uso de substâncias que geram resposta biológica 
(ALDRISH et al, 2010; SHENG, 2011). Quando comparado com quimioterapia e 
radioterapia, a imunoterapia traz como vantagens a especificidade para as células 
alvo e menor interferência em outras terapias (SHENG, 2011).   

Apesar da sua eficácia terapêutica comprovada, o BCG pode apresentar 
efeitos colaterais, como infecções e surgimento de tumores intolerantes, 
resistentes ou recorrentes. Com isso, estudos vêm sendo desenvolvidos na busca 
por melhorias na eficácia do tratamento e diminuição dos efeitos colaterais da 
terapia. Modificar geneticamente as propriedades do BCG para criar uma 
resposta imune mais específica, com expressão de moléculas imunogênicas ou 
com a inclusão de antígenos, constitui abordagem promissora para tratamento de 
câncer de bexiga (BEGNINI et al, 2015). 

A proteína p53 é um fator de transcrição que é considerado um dos 
componentes principais para manutenção da homeostase celular (ALMAZOV, 
2007). Mutações nessa proteína são detectadas em aproximadamente 50% dos 
tumores humanos e em cerca de 40-50% dos carcinomas de bexiga (SAMUILOV, 
2003). A reintrodução da proteína p53 selvagem em linhagens celulares tumorais 
através de vetores provoca uma modificação do fenótipo tumorigênico, sendo 
essa estratégia uma nova alternativa para tumores de bexiga (STOKLOSA, 2005). 



	

 

 Com isso, o objetivo do presente trabalho foi construir BCG Pasteur 
recombinante que expresse a proteína p53 humana visando aumentar a eficiência 
de imunoterapia em câncer superficial de bexiga. 
  
 

2. METODOLOGIA 
 

2.1 Cepas bacterianas  
Cepas de BCG foram cultivadas em meio 7H9 Middlebrook (Difco 

Laboratories, USA) suplementado com 10% de OADC (Oleic Acid Albumin 
Dextrose Complex), 0,2% de glicerol e 0,05% de tween 80 ou em meio sólido 
7H10 Middlebrook (Difco Laboratories, USA), contendo 10 % de OADC e 0,2% de 
glicerol. A cepa de Escherichia coli DH5α foi cultivada em meio Luria Bertani (LB) 
suplementado com 50 µg/mL de canamicina a 37°C.  

 
2.2 Construção de rBCG/p53 
O vetor de expressão pUS1997 (SEIXAS et al, 2007) foi utilizado para a 

construção do rBCG/p53. Este vetor possui uma origem de replicação em E. coli e 
outra em M. bovis, além de um sitio de múltiplas clonagens. Ele também contém 
um peptídeo sinal para secreção da proteína p53 e um gene de resistência para o 
antibiótico canamicina.  

A sequência do gene TP53 humano (codificador da proteína p53) foi 
sintetizada in vitro pela empresa Epoch Life Science. O fragmento gênico foi 
ligado ao vetor pUS1997 através da utilização de enzimas de restrição e ligação, 
gerando a molécula pUS1997/p53. Esta molécula foi utilizada para transformar 
células competentes de E. coli DH5α por choque térmico. A presença do inserto 
de p53 foi verificada com a utilização de endonucleases de restrição. Os clones 
bacterianos foram selecionados e propagados in vitro, e o DNA plasmideal foi 
extraído com a utilização do Kit GFXMT Micro Plasmid Prep (Amersham 
Biosciences, UK).  

Moléculas de plasmídeos recombinante pUS1997/p53 foram utilizadas para 
a transformação de BCG Pasteur competentes e os clones recombinantes foram 
selecionados em meio contendo o antibiótico canamicina. As colônias 
recombinantes de BCG (rBCG/p53) foram avaliadas quanto a produção de 
proteína p53 por Western blot, utilizando-se anticorpo monoclonal comercial 
(Sigma®) para proteína p53 humana. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A construção da cepa recombinante foi confirmada por PCR e análise com 
endonucleases de restrição. As cepas passaram primeiramente por uma triagem, 
onde de 33 amostras testadas foram obtidas 11 colônias possivelmente 
recombinantes  Após, foi realizada a digestão dos plasmídeos com 
endonucleases de restrição e foram confirmados os clones recombinantes (Figura 
1) que liberaram o inserto no tamanho esperado.  

Por fim, a produção de p53 humana recombinante em cepas de BCG foi 
confirmada através da detecção da mesma em lisados de cultura bacteriana por 
Western blotting (Figura 2).  

 
 
 
 



	

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Colônias possíveis recombinantes submetidas à digestão com as 
endonucleases de restrição XbaI e HindIII para confirmação da presença do 

inserto contendo o gene TP53. Coluna 8 apresenta a colônia recombinante onde 
foi possível observar a liberação do inserto de interesse. 

 

 
Figura 2: Western blotting comprovando a expressão de proteína humana em 

cepas recombinantes de BCG Pasteur. Colunas 1-2: células humanas de 
carcinoma de bexiga; colunas 3-4: cepa selvagem de BCG Pasteur; colunas 5-6: 

cepa rBCG/p53 
 

A utilização do rBCG/p53 pode aliar os efeitos benéficos já conhecidos da 
BCG na imunoterapia com a terapia gênica pela reintrodução da proteína p53, o 
que pode acarretar na desestruturação do fenótipo tumorigênico (STOKLOSA, 
2005). Além disso, a instilação intravesical do BCG é um alvo ideal para a terapia 
gênica in situ, devido à rapidez e a segurança em sua aplicação (MIYAKE, 2005). 

Assim, o desenvolvimento da cepa BCG recombinante rBCG/p53 mostra-se 
como um potente candidato para a imunoterapia do câncer de bexiga, uma vez 
que pode ter a capacidade de tornar a terapia mais eficaz. No entanto, mais 
estudos devem ser realizados para comprovar a sua eficiência. 

 
 

4. CONCLUSÕES 
 

A cepa de BCG recombinante (rBCG/p53) foi construída com sucesso, 
sendo possível a detecção da expressão da proteína humana pelas cepas 
recombinantes. Novos estudos devem ser realizados para comprovar a sua 
funcionalidade em tratamentos de imunoterapia de câncer de bexiga tanto in vitro 
quanto in vivo.  
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