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Resumo 
 

BENDER, Camila Bonemann. Potencial imunoterapêutico de cepa recombinante de 
Mycobacterium bovis BCG em linhagem celular de câncer de bexiga. 2016. 42f. 
Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de Bacharelado em Biotecnologia. 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.   
 

 O câncer de bexiga é o segundo tipo de câncer que mais atinge o trato 

genitourinário e um dos tipos de malignidades que apresenta um dos maiores custos 

de tratamento. Carcinomas de bexiga podem ser divididos em músculo-invasivos e 

não-músculo invasivo, sendo que o último é a forma mais comum que a doença se 

apresenta. Tumores de bexiga começam como tumores não-músculo invasivo que 

podem progredir para tumores invasivos se não tratados de maneira correta. O 

tratamento padrão ouro para os tumores não-músculo invasivos é ressecção 

transuretral (TUR) seguida de imunoterapia com Mycobacterium bovis bacille Calmette-

Guérin (BCG). O BCG é capaz de diminuir as taxas de recidiva e progressão deste tipo 

de câncer, porém a problemática envolvendo o tratamento com BCG são os pacientes 

que não são responsivos ao tratamento. Assim a fim de superar essa questão,  

algumas estratégias surgiram, dentre elas está a construção de cepas recombinantes 

de BCG capazes de expressar tanto genes do próprio BCG como também de genes 

exógenos. Um dos genes potenciais é do antígeno Ag85B, o qual é expresso pelas 

micobacterias durante as infecções. Os efeitos da cepa recombinante de BCG Ag85B 

foram avaliados em células de bexiga tumorais humanas da linhagem 5637 através da 

análise da expressão de citocinas, genes de estresse oxidativo e genes apoptóticos. 

Diferenças estatísticas não foram observadas entre a cepa recombinante e a cepa 

atualmente utilizada.     

 

 

Palavras-chave: Câncer de bexiga; imunoterapia; BCG; Antígeno Ag85B.     

  



	
	

Abstract 
 

BENDER, Camila Bonemann. Immunotherapeutic potential of a recombinant strain 
of Mycobacterium bovis BCG in a cellular strain of bladder cancer. 2016. 42f. 

Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de Bacharelado em Biotecnologia. 

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.   

 
 Bladder cancer is the second type of cancer that reaches the genitourinary tract. 

It’s one of the malignities that present one of the highest costs of treatment. Bladder 

cancer can be divided into muscle-invasive and non-muscle-invasive. The last one is 

the most common form of the disease. Bladder tumors start as non-muscle-invasive that 

can progress into muscle-invasive if not treated in the correct way. The treatment that is 

approved by Food and Drugs Administration (FDA) is the transurethral resection 

fallowed by immunotherapy with Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin (BCG). 

BCG is able to decrease the recurrence rates and the progression to muscle-invasive. 

The problem involving the treatment with BCG is the patients that do not respond to the 

treatment. This way, one of the possibilities to this problem is the development of 

recombinant strains of BCG able to express BCG genes or exogenous genes. One 

potential gene to make this improvement is the antigen Ag85B. This antigen is express 

by mycobacteria during infections. The recombinant strain of BCG Ag85B was tested in 

bladder cancer cells line 5637. Experiments were made to test cytokine expression, 

oxidative stress genes and apoptotic genes. Statistics differences were not detected 

between recombinant and non-recombinant strains.     

 

Key words: Bladder cancer; immunotherapy; BCG; Ag85B antigen.    
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1. Introdução 
 

O câncer de bexiga  é o quarto tipo de câncer mais comum, sendo responsável 

por 7% das malignidades ao redor do mundo (JEMAL et al, 2010). Os tumores de 

bexiga tem origem em uma única célula transformada que prolifera e acaba 

colonizando outras regiões da bexiga, sendo que, isto ocorre por meio de migração 

intraepitelial ou quando a célula mutada é transportada pela urina (HAFNER, 2002). Os 

tumores de bexiga podem ser músculo invasivos ou não-músculo invasivos, sendo os 

não-músculo invasivo considerados os mais comuns (DYRSKJ et al, 2007). O 

tratamento padrão para esse tipo de tumor é ressecção transuretral seguida de 

imunoterapia com Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin (BCG) (HERR, 1992).			    

Dentre as problemáticas que envolvem o câncer de bexiga esta o grande 

número de pacientes que sofrem recidiva e progressão para tumores músculo 

invasivos (BADJUK et al, 2013). Além disso, o custo para o tratamento deste tipo de 

câncer é alto totalizando um gasto de 3.7 bilhões de dólares ao sistema de saúde 

americano no ano de 2011 (BOTTEMAN et al, 2003).  

Assim sendo, o desenvolvimento de cepas recombinantes de BCG surgem como 
uma possibilidade para o tratamento do câncer de bexiga (HALL et al, 2007). Estudos 
nesta área buscam a superexpressão de antígenos do BCG sendo uma alternativa já 
utilizada a expressão do antígeno Ag85B e a introdução de antígenos exógenos 
(BEGNINI et al, 2015), a fim de tornar a terapia com BCG mais eficaz e menos 
onerosa. Dessa maneira, nosso trabalho tem como objetivo a busca por uma melhora 
na terapêutica da imunoterapia de câncer de bexiga. 
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1. Objetivos 
  

1.1 Objetivo Geral 
 

 O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar os efeitos de duas cepas 

recombinantes de Mycobacterium bovis BCG superexpressando a proteína Antígeno 

85B (Ag85B)  em células de câncer de bexiga  

 
1.1.1 Objetivos Específicos  

 
Avaliar o perfil de expressão gênica da linhagem de carcinoma de bexiga, para 

genes envolvidos em processos de apoptose e de ciclo celular, após tratamento com 

cepa recombinante de M. bovis expressando Ag85B.  

Avaliar a expressão gênica de interleucinas em linhagem de carcinomas de bexiga, 

após tratamento com cepa recombinante de M. bovis expressando Ag85B. 

Avaliar a expressão gênica de genes relacionados ao estresse oxidativo em 

linhagem de carcinomas de bexiga, após tratamento com cepa recombinante de M. 

bovis expressando Ag85B. 
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2. Revisão da Literatura  
 

2.1 Câncer de Bexiga  
 
O câncer de bexiga é o segundo tipo de câncer que mais acomete o trato 

genitourinário, atrás somente dos carcinomas de próstata (TIRABOSCHI et al, 2002). 

Esse tipo de câncer possui altas taxas de mortalidade e morbidez se não tratado de 

maneira correta (KAMAT et al, 2016) sendo o responsável por aproximadamente 5% 

das mortes por câncer (SIEGEL, NAISHADHAM e JEMALA, 2015). Os carcinomas de 

bexiga acometem comumente pessoas de idade média, o que indica que sua 

incidência e prevalência irá aumentar em um futuro próximo. A maioria destes tumores 

são diagnosticados em estágios iniciais o que os torna potencialmente curáveis 

(MORALES e COHEN, 2016).   

Apesar de os carcinomas de bexiga serem o quinto tipo de câncer mais comum 

nos Estados Unidos, ele é o tipo de câncer mais oneroso para o tratamento por 

paciente  ($96.000 - $187.000 dólares). Isso ocorre pelo fato deste tipo de câncer ser 

bastante similar a doenças crônicas exigindo assim um tratamento invasivo e 

prolongado ( SIEVERT et al, 2009; KAPLAN et al, 2013).  

Canceres de bexiga estão associados com alterações que representam 

instabilidade genômica como mutações no gene supressor de tumor p53 

(MALMSTROM et al, 2002), mutações em genes da família RAS (PRZYBOJEWSKA et 

al, 2000)  e alterações em regiões de microssatélite do cromossomo 9 (TURYN et al, 

2006).  

 

2.1.1 Epidemiologia e Fatores de Risco 
  

Para o ano de 2016 há uma estimativa de 9.670 novos casos de câncer de 

bexiga para o Brasil (INCA 2016) e são esperados 430.000 novos casos ao redor do 

mundo. Nos Estados Unidos são esperados 74.000 pacientes diagnosticados com 

câncer de bexiga ( AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). 

O câncer de bexiga é o quarto tipo de câncer em incidência para homens e o 

décimo primeiro em mulheres (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). Para o ano de 

2016 são esperados 7.200 novos casos de câncer de bexiga em homens e 2.470 casos 

em mulheres. Além disso, espera-se que 2.542 homens e 1.099 mulheres venham a 

morrer desse mal (INCA, 2016). Nove entre dez pessoas diagnosticadas com esse tipo 

de malignidade possuem aproximadamente 65 anos. Pessoas brancas possuem duas 
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vezes mais chances de desenvolver câncer de bexiga do que pessoas negras, 

hispânicos e asiáticos (WANG e SUN, 2014). 

 O maior fator de risco associado aos carcinomas de bexiga é o tabagismo, o 

risco de fumantes desenvolverem câncer de bexiga é 4 vezes maior do que em não 

fumantes. Em torno de metade dos tumores de bexiga, tanto em homens quanto em 

mulheres, são atribuídos ao tabagismo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). O 

risco de câncer de bexiga também é aumentado em pessoas que possuem exposição 

ocupacional a aminas aromáticas, infecções por Schistosoma hematobium, infecções 

urinárias recorrentes, pessoas que possuem certos defeitos de nascença na bexiga e 

consumo excessivo de café. Além disso, o risco pode ser aumentado em pessoas que 

vivem em comunidades com altos níveis de arsênico na água (ZEEGERS et al 2000, 

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).  

 

2.1.2 Classificação dos tumores de bexiga 
  

A grande maioria dos canceres de bexiga são carcinomas uroteliais sendo que 

75% deles são tumores de bexiga não-músculo-invasivo e 25% são tumores músculo 

invasivos. Os tumores não-músculo invasivos são classificados como sendo de baixo 

ou alto grau de malignidade (KAMAT et al, 2016). Cerca de 50% dos tumores não-

músculo invasivos são de baixo grau enquanto a maioria dos tumores músculo 

invasivos ou metastáticos são de alto grau (MOCH et al, 2016). Morfologicamente 

esses tipos de tumores podem ser divididos em papilares, sólidos e mistos. Os tipos 

papilares são predominantes, principalmente em tumores não-músculo invasivos 

(KAMAT et al, 2016).  

Os carcinomas de bexiga não-músculo invasivos são conhecidos por possuírem 

altas taxas de recidiva (69-80%) e de evoluírem para tumores músculo-invasivos (33-

48%) (DYRSKJ et al 2007; SYLVESTER et al, 2005).Os carcinomas superficiais de 

bexiga, em sua maioria, tem origem de uma única hiperplasia urotelial nodular sendo 

que se tratados nas fases iniciais por ressecção cirúrgica e imunoterapia intravesical, a 

taxa de sobrevida chega a 90% em cinco anos (WU, 2005).  

 

2.1.3 Tratamento do câncer de bexiga  
 

O tratamento para câncer de bexiga não-músculo invasivo baseia-se 

inicialmente na realização de uma ressecção transuretral (TUR), a qual é usada tanto 
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como um tratamento padrão dos carcinomas de bexiga quanto para o diagnóstico do 

mesmo. O objetivo desta ressecção é remover toda a lesão visível na bexiga e fornecer 

tecido para uma avaliação histopatológica do tumor (BADJUK et al, 2013).    

Indica-se a utilização de tratamento adjuvante à TUR, principalmente 

administrado através de terapia intravesical. A terapia intravesical utilizada, entrega 

grandes concentrações de agentes terapêuticos na bexiga, destruindo células tumorais 

que permanecem após a TUR (HOUGHTON et al, 2013). As duas categorias de terapia 

intravesical adjuvante incluem imunoterapia e quimioterapia. O tratamento padrão ouro 

(aprovado em 1990 pela FDA) para os tumores não-músculo invasivos é a instilação 

intravesical de BCG, principalmente para pacientes com carcinoma in situ (CIS) (HALL 

et al, 2007;  AMIRKHAH et al, 2009;  BADJUK et al, 2011; BRAUSI et al, 2011; CLARK 

et al, 2013). A utilização de tratamento adjuvante ajuda na prevenção de recorrência e 

progressão dos tumores. O tratamento para tumores invasivos são baseados em 

cistectomia radical da bexiga e quimioterapias. As taxas de sobrevida são baixas em 

torno de 6% em dois anos (WU, 2005).     

Cerca de 30-45% dos pacientes tratados com BCG não respondem ao 

tratamento (HALL et al, 2007). O tratamento indicado para estes pacientes não 

responsivos ao BCG é a cistectomia radical (BRAUSI et al, 2010). Ainda não existe um 

tratamento intravesical padrão para estes pacientes, os tratamentos disponíveis são 

interferon-alpha (INFα) e BCG além de alguns quimioterápicos como valrubicina, 

gencitabina e mitomycin C (MMC), epiribicin, docetaxel, paclitaxel e complexo de ácido 

nucleico da parede celular de micobacteria (MCNA) (WITJES, 2007; LAUDANO et al, 

2010; YATES e ROUPRET, 2011; MCKIERNAN et al, 2014;  PATEL et al, 2015,).  

 

2.1.3.1 Imunoterapia  
 

 A imunoterapia pode ser vista como uma terapia anticâncer que atua ativando o 

sistema imune na luta contra malignidades gerando uma resposta ativa contra 

antígenos associados a tumores (TAAS).  Sendo assim ela é um tratamento alternativo 

baseado na especificidade do sistema imunológico e em sua limitada toxicidade 

(ALDRICH et al, 2010; SHENG e HUANG, 2011; HUANG et al, 2012; KIM, 2016). A 

resposta imune do hospedeiro contra as células tumorais é baseada na sua interação 

com o microambiente do tumor (KIM, 2016). A ativação do sistema imune para o 

tratamento de malignidades é uma importante ferramenta, não apenas pela 
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especificidade da resposta imune como pela possibilidade da geração de uma resposta 

imune duradoura através de células de memória (ALDRICH et al, 2010). As citocinas 

que são produzidas no microambiente do tumor tem um importante papel na 

progressão dos tumores, já que são liberadas em resposta a infecção, inflamação e 

imunidade podendo funcionar inibindo o desenvolvimento e a progressão de tumores 

(DRANOFF, 2004).  

Diferentes estratégias terapêuticas surgiram para o tratamento de doenças 

malignas, incluindo diversos esquemas de vacinação, terapias com citocinas e terapias 

com anticorpos monoclonais (ALDRICH et al, 2010). Neste sentido, passou-se a utilizar 

instilações intravesicais de BCG, que é a terapia imunológica mais efetiva para o 

tratamento de câncer de bexiga não-músculo invasivo (KAMAT et al, 2014).  

 

2.2 Mycobacterium bovis Bacille Calmette-Guérin (BCG) 
 

2.2.1 Histórico da utilização do BCG  
 

O início da utilização de Mycobacterium na saúde data de 1908, quando Albert 

Calmette e Camille Guérin começaram estudos para o desenvolvimento de uma vacina 

contra a tuberculose. Em 1921, após 231 passagens eles conseguiram realizar a 

atenuação do mesmo para uma forma estável e não virulenta, dando origem a cepa de 

M. bovis conhecida como Bacille Calmette-Guérin ou BCG (HERR e MORALES, 2008).  

Em 1929, Pearl observou em estudos de autópsia que pacientes com 

tuberculose haviam menor frequência de tumores (PEARL, 1929). Após estudos 

relacionando pacientes que morreram e sobreviveram ao câncer foi observado que os 

sobreviventes tinham tuberculose ou estavam curados da mesma. Pearl conclui então 

que existia algum mecanismo antagonista entre tuberculose e câncer, apesar de não 

conseguir explicar a maneira como esse processo ocorria (HERR e MORALES, 2008).     

A possibilidade da utilização de BCG para o tratamento de câncer foi sugerida 

por Lloyd Old na década de 50. Old observou que ratos tratados com BCG 

apresentavam resistência a transplantes de tumores. A ação do BCG foi indireta e 

mediada pelo hospedeiro, levando a hipóteses sobre reação imune. Assim, Old 

descobriu o fator de necrose tumoral (OLD, CLARKE e BENACERRAF, 1959). Na 

década de 70, Zbar estabeleceu que o critério para se obter sucesso na terapia com 

BCG era o contato direto entre o microrganismo e as células tumorais (ZBAR e 

TANAKA, 1971). Por fim, em 1976, Alvaro Morales testou o uso tópico de BCG em 
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tumores superficiais de bexiga estabelecendo instilações intravesicais como sendo o 

método de aplicação (MORALES e BRUCE, 1976). Em 1990, o FDA aprovou o 

tratamento com BCG como sendo o tratamento padrão ouro para carcinomas in situ. 

Instilações intravesicais de BCG tem sido usadas tanto para evitar a progressão de 

tumores de bexiga como a recorrência dos mesmos (BADJUK et al, 2011).  

   

2.2.2 Mecanismo de Ação do BCG 
 

 Apesar de o uso de BCG na terapêutica do câncer de bexiga ocorrer a quatro 

décadas, seu mecanismo de ação ainda está sob investigação (REDELMAN-SIDI, 

GLICKMAN e BOCHNER, 2014). Dentre os requisitos necessários para ação adequada 

do BCG estão a administração em indivíduos com sistema imune intacto ( MORTON et 

al, 1970; ZBAR e RAPP, 1974). Outro requisito é utilização de BCG vivo uma vez que 

cepas vivas promovem o recrutamento de linfócitos T para a bexiga enquanto a 

utilização de cepas atenuadas não promove o mesmo efeito (ZBAR e TANAKA, 1971; 

KELLEY et al, 1985; BIOT et al, 2012). E por fim, há a necessidade de contato próximo 

entre o BCG e as células de câncer de bexiga. Estudo em modelos animais mostraram 

que o  BCG necessita ser administrado próximo da lesão para alcançar seu efeito 

(ZBAR et al, 1972).  

 A resposta imune ao BCG tem inicio com a interação entre o BCG e as células 

do urotélio (REDELMAN-SIDI, GLICKMAN e BOCHNER, 2014), sendo que o passo 

inicial é a ligação do BCG às células do urotélio. Isto ocorre através da ligação a 

fibronectinas ( RATLIFF et al, 1987; HUDSON et al, 1991) (Figura 1), as quais ligam-se 

as células do urotélio por meio da integrina α5β1 (ZHAO et al, 2000). A ligação do BCG 

ocorre predominantemente em locais onde o urotélio foi química ou eletricamente 

danificado (SCHNEIDER et al, 1994; BEVERS, KURTH e SCHAMHART, 2004). As 

células de câncer de bexiga possuem a capacidade de internalizar o BCG por meio de 

macropinacitose (REDELMAN-SIDI et al, 2013),  sendo necessário a presença de 

alterações genéticas  como   nos oncogenes PTEN e RAS (HUANG et al, 2012). As 

células de câncer de bexiga após a internalização secretam efetores imunoativadores, 

sendo que a principal citocina estudada é a IL-6 que é liberada por células de câncer 

de bexiga expostas ao BCG (ESUVARANATHAN et al, 1995). A IL-6 age então 

recrutando neutrófilos ou aumentando a expressão de integrina α5β1 que aumenta a 

ligação de BCG ao urotélio (SHANG et al, 2000). Outras citocinas secretadas por 
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células de câncer de bexiga são IL-8, fator estimulatório de formação de colônia 

granulócito-macrófago (GM-CSF) e TNF (DE REIJEKE et al, 1993; ZHANG et al, 1999). 

Além disso, terapias com BCG podem regular positivamente a expressão de MHC II e 

ICAM-1 (molécula de adesão intracelular 1) (EL-DEMIRY et al, 1987; PRESCOTT et al, 

1989; JACKSON et al, 1994), que juntamente com as células dendríticas irão recrutar 

células do sistema imune para o local resultando em citotoxicidade para as células de 

câncer de bexiga. Dentre as células do sistema imune recrutadas encontram-se 

granulócitos, linfócitos CD4+, linfócitos CD8+, linfócitos exterminadores naturais (Natural 

Killer) e macrófagos (REDELMAN-SIDI, GLICKMAN e BOCHNER, 2014).				 

 Diversas citocinas estão envolvidas  na resposta as instilações com BCG, 

estando dentre as mais importantes a IL-2, IL-12, IFN-γ, IL-4, TRAIL, IL-8 e IL-18. 

TRAIL é um membro da família TNF que é expresso em varias células do sistema 

imune, incluindo linfócitos citotóxicos, linfócitos Natural Killer e neutrófilos. TRAIL induz 

apoptóse em células tumorais, mas não em células normais, devido a sua ligação aos 

receptores de morte da família TNF (WANG e EL-DEIRY, 2003). A especificidade que 

existe de TRAIL por células tumorais pode ser um indicativo da seletividade que existe 

pela resposta imune induzida por BCG para as células de câncer de bexiga (LUDWIG 

et al, 2004). Altos níveis de IL-2 na urina de pacientes tratados com BCG é associado 

com a redução das chances de recorrência de câncer de bexiga (DE REIJKE et al, 

1993; SAINT et al, 2003; WATANABE et al, 2003).		     

 Outro mecanismo que o BCG pode ativar após a ligação do mesmo às células 

do urotélio é a ativação de células dendríticas. Estas células então ativam linfócitos T e 

linfócitos natural killer a induzir toxicidade contra células de câncer de bexiga infectadas 

por BCG (REDELMAN-SIDI, GLICKMAN e BOCHNER, 2014).  
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2.2.3 BCG recombinante 

 
 O BCG se destaca pela sua utilização na imunoterapia para o tratamento de 

tumores sólidos (MORALES e COHEN, 2016). Apesar de ser um tratamento promissor, 

cerca de 30-45% pacientes tratados com BCG são não responsivos ao tratamento, 

apresentando efeitos colaterais locais e sistêmicos (BRAUSI et al, 2014). Atualmente, 

existem poucas opções de tratamento para estes pacientes além de cistectomia radical 

Figura 1: Mecanismo envolvido na imunoterapia com BCG para câncer de bexiga. 
Após a ligação no urotélio, o BCG é internalizado por células de câncer de bexiga. 
Após a internalização, células de câncer de bexiga realizam a regulação positiva 
da expressão de MHC II e ICAM-1, e secretam citocinas que juntamente com as 
células dendríticas irão recrutar células do sistema imune para o local, resultando 
em citotoxicidade para as células tumorais. Abreviações: BCG – Bacillus Calmette-
Guérin; GM-CSF – fator estimulatório de formação de colônia granulócito-
macrófago; ICAM – molécula de adesão intracelular; IFN – interferon; NK – Natural 
Killer; TNF – Fator de necrose tumoral; TRAIL – fator de necrose tumoral 
relacionado ao ligante indutor de apoptose. Adaptado de Redelman-Sidi, 2014.     
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havendo assim a necessidade de mais estudos nesta área como o desenvolvimento de 

cepas de BCG recombinantes (HALL et al, 2007).  

 Dentre as estratégias para diminuir os efeitos adversos e melhorar as respostas, 

está a utilização de doses menores de BCG, utilização de citocinas inflamatórias 

associadas ao BCG, busca pela identificação de componentes micobacterianos 

responsáveis pela resposta imunológica. Este último fator evitaria a utilização do BCG 

vivo diminuindo assim os riscos de infecções ou reações adversas. Por fim, a 

construção de cepas de BCG recombinantes que apresentem componenetes da 

micobacteria ou genes exógenos (SCHENK-BRAAT et al, 2013; BANGMA et al, 2013). 

Os estudos para o desenvolvimento da construção de cepas recombinantes de 

BCG tiveram início com a tecnologia do DNA recombinante. Estas construções tem o 

objetivo de melhorar as cepas tanto para o uso em vacinas contra a tuberculose como 

para o tratamento de câncer de bexiga. O desenvolvimento de vetores de expressão 

em micobacteria possibilitou a introdução de DNA exógeno na mesma, além de 

possibilitar que fossem capazes de expressar genes heterólogos (TULLIUS e 

HORWITZ, 2011). Um fator limitante para o desenvolvimento de BCG recombinante é o 

fato de haver poucos marcadores genéticos para a seleção das micobacterias 

recombinantes. Atualmente existem apenas marcadores relacionados à resistência a 

antibióticos, sendo geralmente a canamicina (BORSUK et al, 2007). Outra estratégia 

para seleção é a inserção genômica de genes de enzimas biosintéticas que permitem o 

crescimento de cepas recombinantes na falta de alguns nutrientes, como a valina 

(SHINNICK, 1997). Porém, estas alternativas não se mostram eficazes para mutações 

além do uso de cepas com resistência a antibióticos não estar disponível para 

utilização in vivo (SHINNICK, 1997; EDELMAN et al, 1999; MEDERLE et al, 2002).  

Por fim, pode-se utilizar a complementação auxotrófica como marcador de 

seleção. Cepas auxotróficas são geneticamente modificadas pela deleção de genes 

envolvidos na síntese de metabólitos essenciais como aminoácidos. Essas deleções 

tornam estas cepas incapazes de sintetizar componentes necessários para seu 

crescimento (BORSUK et al, 2007; SAMPSON et al, 2011).  

Estratégias vem sendo estudadas para uma melhora na resposta da 

imunoterapia com o uso do BCG. Dentre estas estratégias se encontra o 

desenvolvimento de cepas recombinantes expressando citocinas como IL-2 e IFN-α. A 

utilização de cepas recombinantes com a inserção de citocinas mostrou uma melhora 

na ativação e na citotoxicidade de macrófagos. Outra estratégia utilizada é o 
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desenvolvimento de cepas recombinantes capazes de expressar antígenos de 

micobactérias ou exógenos (BEGNINI et al, 2015).            

  

2.3 Antígeno Ag85B  
  

 A parede celular das micobactérias possui um grande número de proteínas 

(WIKER e HARBOE, 1992). Dentre as proteínas associadas com a superfície das 

micobactérias que estão em cultura celular, estão as proteínas do complexo Ag85, as 

quais possuem um importante papel na patogênese da tuberculose. A sua principal 

contribuição para a virulência de Mycobacterium tuberculosis é devido o seu papel 

fisiológico na síntese dos lipídeos da parede celular ( BELISLE et al, 1997; ARMITIGE 

et al, 2000). Fazem parte deste complexo os antígenos Ag85A, Ag85B e Ag85C 

(WIKER e HARBOE, 1992) codificados pelos genes fbpA, fbpB e fbpC 

respectivamente, que estão localizados em diferentes regiões genômicas (WIKER e 

HARBOE, 1992; HORWITZ et al, 1995). Ag85A e Ag85B estão entre os antígenos mais 

potentes. Quando expressados em diferentes sistemas de entrega estes antígenos 

apresentaram um aumento na proteção adquirida (CATALDI et al, 2010; McMURRAY, 

2011). As proteínas do complexo Ag85 incluem antígenos estimulatórios TH1 e 

antígenos protetores que são comuns em BCG e em M. tuberculosis (DORHOI, 

REECE e KAUFMANN, 2011). O antígeno Ag85B tem sido muito estudado nos últimos 

anos por ser fortemente reconhecido por células T durante a primeira fase da infeção 

por micobactéria (MUSTAFA et al, 1998).    

 Testes em cepas de BCG expressando o antígeno Ag85B já foram realizados 

por Rizzi e colaboradores em 2012, onde uma cepa auxotrófica de BCG Pasteur 

recombinante para o antígeno Ag85B foi testada como vacina para tuberculose bovina. 

Begnini e colegas em 2013, testaram cepa recombinante de BCG expressando o 

antígeno Ag85B na imunoterapia de câncer de bexiga, obtendo resultados superiores 

aos obtidos com a cepa Pasteur.    
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3. Metodologia  
 

3.1 Cultivo celular  
 

  Quatro cepas de BCG do tipo Pasteur, ΔleuD, Pasteur/Ag85B (rBCG) e 

ΔleuD/Ag85B (rBCG) foram cultivadas em meio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, 

Detroit, MI, USA) suplementado com 0.5% de glicerol, 0.05% de Tween 80 e 10% de 

OADC (Oleic Albumin-dextrose-catalase) ou em meio sólido Middlebrook 7H10 (Difco 

Laboratories) suplementado com OADC. Para a cepas recombinante Pasteur/Ag85B foi 

adicionado canamicina com concentração de 25 µg/mL. As cepas recombinantes foram 

desenvolvidas por Borsuk et al em 2007 e  Begnini et al em 2013, são cepas de BCG 

recombinantes auxotróficas para o aminoácido leucina que expressa o antígeno 

Ag85B.       
 Células de carcinoma humano de bexiga da linhagem 5637 foram obtidas do 

Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, RJ). As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FSB), 1% de L-lutamina e 1% 

de penicilina/streptomicina. Células foram mantidas em estufa à 37°C em atmosfera 

com 95% de umidade e 5% de CO2. 

 Para os experimentos, as células 5637 foram semeadas a uma densidade de 

2x105 células/poço em placas de 6 poços e cultivadas a 37oC em atmosfera com 5% de 

CO2 por 24 horas. As células foram então pré-tratadas com 100µM de ZnCl2 por 24 

horas. Na sequência, as células foram incubadas com as cepas de BCG (Pasteur, 

Pasteur/Ag85B, ΔleuD e ΔleuD/Ag85B) a uma concentração aproximada de 1X106 

CFU durante 48 horas.  

 

3.2 Extração de RNA e síntese de cDNA 
 

 Após o tratamento com BCG, as células foram lavadas com PBS- tampão 

fosfato salino (Vitrocell, Brasil). A extração de RNA total foi realizada utilizando o 

reagente TRIzol® (Invitrogen TM). A síntese de cDNA foi realizada utilizando 1µg de 

RNA e o kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems 

TM, UK)  

  

3.3 Real Time Quantitativo PCR (qRT-PCR)  
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 As reações de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento 

Stratagene® Mx3005PTM Real-Time PCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, USA) utilizando-se SYBR® Green PCR Master Mix (Applied BiosystemsTM, UK) e 

primers específicos para genes humanos (IL-2, IL-12, TRAIL, p53, MDM2, ULBP2, 

TNF- α e iNOS) e para o gene normalizador GAPDH. A lista dos primers utilizados 

encontra-se na Tabela 1. As reações de PCR foram realizadas a 95oC por 2 minutos, 

seguido por 40 ciclos de 95oC por 15 segundos, 60oC por 60 segundos. Todas as 

reações foram realizadas em triplicatas. Os dados obtidos foram analisados utilizando o 

método 2–ΔΔCt, de acordo com Livak et al (2001).  

 

Tabela1: Primers utilizados na reação de Real Time PCR 

Gene Sequência  

GAPDH  F- 3’ GGAGCGAGATCCCTCCAA 5’ 

  R- 5’ GGCTGTTGTCATACTTCT 3’ 

IL-2 F- 3’ CCCAAGAAGGCCACAGAACTG 5’ 

 R- 5’ CTTAAGTGAAAGTTTTTGCTTTGAG 3’ 

IL-12 F- 3’ GGGACAACAACAAGGAGTATGAGTA 5’ 

 R- 5’ TTGAGCTTGTGAACGGCATC 3’ 

TRAIL F- 3’ ACTTTACCAACGAGCTGA 5’ 

 R- 5’ CTTTCTAACGAGGCTGACG 3’ 

TNF- α F- 3’ AGCCTGTAGCCCATGTTGTAG 5’ 

 R- 5’ CTCTCAGCTCCACGCCATTG 3’ 

MDM2 F- 3’ GTGAATCTACAGGGACGCCAT 5’ 

 R- 5’ CTGATCCAACCAATCACCTGAA 3’ 

p53 F- 3’ CACGCCCACGGATCTGAA 5’ 

 R- 5’ AGCGAGCACTGCCCAACA 3’ 

ULBP2 F- 3’ CAAGTGCAGGAGCACCACTCG 5’ 

 R- 5’ CAGATGCCAGGGAGGATGAAGC 3’ 

iNOS F- 3’ ACAAGCCTACCCCTCCAGAT 5’ 

 R- 5’ TCCCGTCAGTTGGTAGGT 3’  

 

3.4 Análise dos resultados  
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 Os resultados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de teste 

Tukey para comparações múltiplas. Resultados significativos foram considerados com 

valor de P< 0.05 em todas as análises. Resultados foram expressos com ± SEM.    
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4. Resultados  
 

4.1 Avaliação da expressão das interleucinas 2 e 12  e de TRAIL pela reação 
em cadeia da polimerase em tempo real via transcriptase reversa (qRT-
PCR) 
 

  Os níveis de expressão das citocinas IL- 2, IL-12 e TRAIL em céulas de câncer 
de bexiga (5637) tratadas com BCG foram avaliadas por qRT-PCR e estão 
demonstradas na Figura 2. As células foram tratadas com BCG Pasteur, 
Pasteur/Ag85B, ΔLeuD e ΔLeuD/Ag85B. Não foi possível observar diferenças na 
expressão gênica entre as cepas de BCG testadas (P>005).  

  

 

 

 

 

4.2 Avaliação da expressão de p53 e MDM2 por Real Time PCR 
 

 A avaliação da expressão gênica de p53 e MDM2 em células de câncer de 
bexiga (5637) que foram tratadas com as diferentes cepas de BCG foram avaliadas por 
meio de qRT-PCR.  Os níveis de expressão obtidos  para estes dois genes estão 
demonstradas na Figura 3. Não foi possível observar diferenças na expressão gênica 
entre as cepas de BCG testadas (P>0.05).			 

 

Figura 2: Expressão gênica das citocinas: interleucina 2 (IL-2), interleucina 12 (IL-2) 
e TRAIL em células de câncer de bexiga tratadas com BCG :Pasteur; 
Pasteur/Ag85B; ΔLeuD e ΔLeuD/Ag85B. Não houve diferença nas taxas de 
expressão entre os grupos, P>0.05. 
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4.3 Avaliação da expressão de TNF-α por Real Time PCR 
 

 Os níveis de expressão relativa de TNF-α em células de câncer de bexiga (5637) 
tratadas com BCG foram avaliadas por qRT-PCR. Os níveis de expressão relativa de 
mRNA estão demonstradas nas Figura 4. Não foi possível observar diferenças na 
expressão gênica entre as cepas de BCG testadas.   

 

 

 

 

 

4.4 Avaliação da expressão de ULBP2 por Real Time PCR   
 

 Os níveis de expressão relativa de mRNA em células de câncer de bexiga 
(5637) tratadas com BCG foram avaliadas por qRT-PCR para o gene ULBP2 e estão 
demonstradas na Figura 5. Não foi possível observar  diferenças na expressão gênica 
entre as cepas de BCG testadas. 

Figura 3: Expressão gênica relativa de MDM2 e p53 em células de câncer de 
bexiga tratadas com BCG: Pasteur; Pasteur/Ag85B; ΔLeuD e ΔLeuD/Ag85B.. Não 
houve diferença nas taxas de expressão entre os grupos, P>0.05.     

	

Figura 4 : Expressão gênica de TNF-α em células de câncer de bexiga tratadas 
com BCG: Pasteur; Pasteur/Ag85B; ΔLeuD e ΔLeuD/Ag85B. Não houve diferença 
nas taxas de expressão entre os grupos, P>0.05.     
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4.5 Avaliação da expressão de iNOS por Real Time PCR 

 
 Os níveis de expressão de iNOS em foi avaliado em células de câncer de bexiga 
(5637) tratadas com BCG. A avaliação foi realizada por qRT-PCR e estão 
demonstradas nas Figura 6. Não foi possível observar  diferenças na expressão gênica 
entre as cepas de BCG testadas. 

 
 

Figura 5: Expressão gênica de ULBP2 em células de câncer de bexiga tratadas 
com BCG: Pasteur; Pasteur/Ag85B; ΔLeuD e ΔLeuD/Ag85B. Não houve diferença 
nas taxas de expressão entre os grupos, P>0.05.   

Figura 6: Expressão gênica relativa de Óxido Nítrico (iNOS) em células de câncer 
de bexiga tratadas com BCG: Pasteur; Pasteur/Ag85B; ΔLeuD e ΔLeuD/Ag85B. 
Não houve diferença nas taxas de expressão entre os grupos, P>0.05.	     
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5. Discussão 
 

 A utilização da cepa BCG vem sendo uma potencial ferramenta no tratamento 

imunoterápico de tumores sólidos de bexiga, nas últimas três décadas ( BEGNINI et al, 

2015; MORALES e COHEN, 2016). No entanto, apesar do BCG diminuir a recidiva e a 

progressão destes tumores, cerca de 30-45% dos pacientes não respondem ao 

tratamento e os tumores ressurgem em cerca de 50% dos acometidos (HALL, 2007; 

BEGNINI et al, 2015).  

O desenvolvimento de cepas de BCG recombinante capazes de superexpressar 

antígenos de BCG ou de expressar antígenos exógenos vem sendo uma alternativa 

mais efetiva in vitro (BEGNINI et al, 2015). Um dos antígenos utilizados, Ag85B,  é 

fortemente reconhecido por células T durante a primeira fase de infecção por 

micobactéria, aumentando a imunogenicidade de BCG além de induzir uma resposta 

imune robusta e de longa duração (MUSTAFA et al,1998; JAGANNATH et al, 2009).

  

Em trabalho anterior, de 2013, Begnini et al avaliou a expressão de genes 

relacionados ao ciclo celular, genes apoptóticos e genes relacionados ao estresse 

oxidativo na cepa de BCG recombinante ΔLeuD/Ag85B. Em seu trabalho, a cepa 

recombinante apresentou um aumento na expressão de genes pró-apoptóticos e de 

genes relacionados ao ciclo celular e uma diminuição na expressão de genes anti-

apoptóticos, além de ter demonstrado um aumento na expressão de enzimas 

antioxidantes e das proteínas Bax e p53.  

Em nossos estudos não foi possível observar diferenças de expressão gênica 

das citocinas IL-2, IL-12 e TRAILs entre as cepas de BCG recombinante e os controles. 

Acreditamos que isso pode ser devido ao tempo utilizado no tratamento ter sido 

inapropriado já que, foi utilizado o tempo de 48 horas. Em outro estudos onde outras 

citocinas foram avaliadas , IL-8, o tempo para detecção das mesmas na urina foi de 8 

horas (SAGNAK et al, 2009). Algumas citocinas são liberadas por células de câncer de 

bexiga após o tratamento com BCG. As IL-2 e IL-12 estão associadas a resposta imune 

TH1, sendo que essa resposta tem se mostrado fundamental para que o BCG possa 

ser efetivo (MCAVENEY, GOMELLA e LATTIME, 1994). Outra citocina envolvida na 

resposta do BCG é TRAIL. Níveis urinários dessa citocina foram encontrados mais 

elevados em pacientes que respondem ao tratamento com BCG do que na dos não 

responsivos (LUDWIG et al, 2004).  
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Em relação ao gene supressor de tumor p53, não foi observada alteração na sua 

expressão dentre os diferentes grupos. A inativação do gene supressor de tumor p53 

e/ou superexpressão do oncogene MDM2 frequentemente ocorrem em carcinomas 

humanos e estão associados com prognóstico ruim, formas avançadas da doença e 

resistência ao tratamento (NAG et al, 2016). Por outro lado, o aumento da expressão 

de p53 pode levar a célula a uma parada do ciclo celular. Estudo realizado previamente 

por nosso grupo de pesquisa demonstra um aumento nos níveis de expressão de p53 

após tratamento com cepa recombinante de BCG expressando Ag85B e parada do 

ciclo celular em fase G2/M, sugerindo assim uma atividade antiproliferativa da rBCG 

(BEGNINI et al, 2013). No entanto novos ensaios serão realizados para investigar as 

alterações que ocorreram na expressão deste gene.  

O gene TNF-α, responsável por induzir a resposta inflamatória antitumoral 

através da ativação de células NK e células T CD8 (PREVOST-BLONDEL et al, 2000) 

não se mostrou alterado dentre os diferentes grupos testados. Estudos utilizando BCG 

recombinante expressando Ag85B mostraram um aumento na liberação de TNF-α 

durante a ativação de resposta TH1 (WANG e SUN, 2014; XU et al, 2009), entretanto 

os protocolos de cultivo utilizados, apresentam diferenças quando comparado ao 

utilizado no presente estudo.  

Ao avaliar o gene ULBP2 também não foi identificado diferenças entre os níveis 

de expressão nas cepas testadas, o que sugere que as células NK sejam recrutadas 

por outro mecanismo. O gene da ULBP2 codifica moléculas relacionadas ao MHC de 

classe I que se liga ao receptor NKG2D em células Natural Killer para então ativar a 

liberação de várias citocinas e quimiocinas que contribuem para o recrutamento 

seguido de ativação de linfócitos Natural Killer (WANG e SUN, 2014). As células 

mononucleares, mais especificamente, linfócitos NK são capazes de apresentar 

toxicidade contra células de câncer de bexiga infectadas por BCG (SONODA et al, 

2007). 

 Tratando-se do gene iNOS, também não houve diferenças na expressão entre 

os tratamentos, levando a acreditar que outros mecanismos são ativados para que 

ocorra apoptose celular. O Oxido nítrico (ON) está envolvido no crescimento e 

diferenciação celular. Baixas concentrações de ON estimulam o crescimento celular 

enquanto altas concentrações resultam em efeitos citotóxicos (MORIOS et al, 1999). O 

oxido nítrico e outros fatores como TNF, IL-1, IL-12 tem sua expressão induzida pela 

ativação de Toll-like receptors (KLEINNIJENHUIS et al, 2011). 
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Nossos estudos não demonstraram diferenças na expressão dos genes 

avaliados. Acreditamos que o tempo utilizado para a  avaliação da expressão de 

citocinas  não tenha sido apropriado e que  possivelmente há o  envolvimento de outros 

mecanismos de ativação da resposta imune dos demais genes. 
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7. Conclusões e Perspectivas    
 

 A partir do que foi exposto, o presente trabalho sugere que a expressão dos 

genes de citocinas, genes de estresse e genes reguladores do ciclo celular avaliados 

não apresentam diferenças quanto a sua expressão entre as cepas de BCG avaliadas 

(Pasteur, Pasteur/Ag85B, ΔLeuD e ΔLeuD/Ag85B).   

 Como nossos próximos passos, pretendemos avaliar a expressão das citocinas, 

com um tempo menor exposição ao BCG e analisar se outros genes estão envolvidos 

no processo de apoptose e estresse oxidativo.		 
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