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Resumo 

SEGATTO, Natália Vieira. Câncer de Bexiga: ensaios in vitro e a busca de novos 

modelos biológicos. 2017. 70f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de 

Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.   

O câncer de bexiga é o nono tumor mais comum no mundo, e merece destaque 
pelo fato de representar o tratamento neoplásico de maior custo econômico para a 
saúde pública. Dentre as abordagens terapêuticas comumente utilizadas para tratar 
este tipo de neoplasia, estão à ressecção transuretral (RT) do tumor da bexiga, 
terapia intravesical com Bacillus Calmette-Guérin (BCG), quimioterapia adjuvante e 
neoadjuvante, cistectomia parcial ou radical e radioterapia. A abordagem a ser 
utilizada é escolhida de acordo com as características do tumor de cada paciente. 
Embora sejam eficientes, elas ainda são pouco seletivos e por isso apresentam uma 
ampla gama de efeitos adversos. Assim, o desenvolvimento de novos compostos 
economicamente viáveis com potencial ação antitumoral constitui um desafio da 
terapêutica para neoplasias de bexiga. Os modelos animais são um passo essencial 
no processo de desenvolvimento de drogas. Plataformas suínas já demonstraram 
ser mais preditivas de respostas a terapias em humanos do que modelos murinos, 
devido a similaridades entre suínos e humanos em relação à sua anatomia, 
metabolismo, fisiologia e genética. Neste contexto, o presente trabalho teve como 
objetivo realizar uma revisão de literatura visando contribuir com a caracterização e 
aceitação científica do modelo suíno transgênico denominado Oncopig como modelo 
biológico adequado para o estudo do câncer. Para tal, foram abordados os temas 
―câncer de bexiga‖ e ―importância de modelos biológicos‖ separadamente, dando 
ênfase a suínos como modelos biológicos. Por fim, foi discutido o potencial do uso e 
relevância da plataforma Oncopig como modelo biológico para carcinomas de 
bexiga. A partir das informações coletadas durante a pesquisa, obteve-se como 
principal resultado a publicação de uma revisão relatando o potencial do modelo 
Oncopig cancer model na descoberta fenotípica de drogas.  

Palavras-chave: suíno; oncopig; neoplasias de bexiga; PDD; OCM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

SEGATTO, Natália Vieira. Bladder Cancer: in vitro tests and the search for new 

biological models. 2017. 70p. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de 

Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.   

Bladder cancer is the ninth most common tumor in the world, and it is worth 
mentioning because it represents the neoplastic treatment with the greatest 
economic cost to public health. Among the therapeutic approaches commonly used 
to treat this type of neoplasia are transurethral resection (RT) of the bladder tumor, 
intravesical therapy with Bacillus Calmette-Guérin (BCG), adjuvant and neoadjuvant 
chemotherapy, partial or radical cystectomy and radiotherapy. The approach to be 
used is chosen according to each patient tumor characteristics. Although effective, 
they are still poorly selective and therefore have a wide range of adverse effects. 
Thus, the development of novel economically viable compounds with potential 
antitumor action is a challenge of therapy for bladder neoplasms. Animal models are 
an essential step in the drug development process. Swine platforms have already 
been shown to be more predictive of responses to therapies in humans than murine 
models, due to similarities between pigs and humans in relation to their anatomy, 
metabolism, physiology, and genetics. In this context, the present work aimed to 
carry out a literature review aiming to contribute to the characterization and scientific 
acceptance of the transgenic swine model called Oncopig as a suitable biological 
model for the study of cancer. To this end, the themes "bladder cancer" and 
"importance of biological models" were addressed separately, with emphasis on pigs 
as biological models. Finally, the potential of the use and relevance of the Oncopig 
platform as a biological model for bladder carcinomas was discussed. Based on the 
information collected during the research, the main result was the publication of a 
review on the Oncopig cancer model potential in phenotypic drug discovery (PDD). 

Keywords: swine; oncopig; bladder neoplasia; PDD; OCM 
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1 Introdução 

As características do câncer, postuladas por Hanahan e Weinberg (2000), 

indicam que a transformação de células normais em células cancerosas malignas é 

um processo de múltiplas etapas que reflete alterações genéticas que afetam seis 

processos fisiológicos. Estes processos incluem sinalização de crescimento auto-

suficiente, insensibilidade aos sinais de inibição do crescimento, evasão da morte 

celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, angiogênese 

sustentada e invasão e metástase de tecido (HANAHAN; WEINBERG, 2000). 

Atualmente, o câncer é o nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doenças, 

que se caracterizam pela perda do controle da divisão celular e o crescimento 

desordenado de células, que tendem a invadir outras estruturas orgânicas (INCA, 

2017). 

O câncer de bexiga se desenvolve a partir do epitélio da superfície interna da 

bexiga (urotélio) sendo especificamente chamado de carcinoma "urotelial" (SANLI et 

al., 2017). Este representa o segundo tumor urológico de maior ocorrência (INCA, 

2015). Embora existam diversos tratamentos disponíveis aos pacientes que sofrem 

desta enfermidade, como intervenções cirúrgicas, quimioterapia, radioterapia e 

imunoterapia (MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010), alguns destes tratamentos ainda 

são restritos, devido a sua agressividade, não seletividade e impossibilidade de 

aplicação em indivíduos imunocomprometidos (MIURA et al., 2011).  

Sendo assim, o desenvolvimento de novos compostos economicamente 

viáveis, seletivos e com potencial ação antitumoral destinados ao tratamento de 

tumores de bexiga constitui um desafio da terapêutica para este tipo de neoplasia 

(BEGNINI et al., 2013). O grupo de pesquisa em Oncologia Celular e Molecular do 

Laboratório de Biotecnologia do Câncer, do Centro de Desenvolvimento Tecnológico 
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da UFPel, tem desenvolvido e avaliado in vitro uma serie de compostos contra o 

câncer de bexiga (BEGNINI et al., 2014; DA ROSA et al., 2017; TESSMANN et al., 

2017). Porém, para que fármacos com potencial ação antitumoral venham a ser 

incorporados à clinica, eles devem primeiro comprovar sua eficácia e segurança em 

ensaios in vitro e em ensaios pré-clínicos utilizando modelos biológicos animais 

(JUNOD, 2013).  

Assim, o desenvolvimento e validação de modelos biológicos adequados para 

o estudo do câncer possuem extrema importância no âmbito do descobrimento de 

novos fármacos. Embora roedores sejam a plataforma mais utilizada para estudos in 

vivo no geral (VANDAMME, 2014), modelos porcinos já demonstraram ser mais 

preditivos da resposta a terapias em humanos do que os modelos murinos 

(MEURENS et al., 2012). 

Suínos têm sido considerados modelos úteis para estudos biomédicos, devido 

suas semelhanças anatômicas e fisiológicas com os humanos. Deste modo, 

modelos porcinos vêm sendo cada vez mais apreciados pelo seu potencial em 

mimetizar doenças humanas (PRATHER, 2013). Suínos são animais onívoros, 

assim como os humanos, e o sequenciamento de seu genoma demonstrou que 

ambas espécies possuem também diversas similaridades genéticas (GROENEN et 

al., 2012).  

Deste modo, tais características os tornam modelos atrativos para a 

descoberta de novas drogas. Descobrir e aprovar novas terapias eficientes contra o 

tratamento de neoplasias é um desafio (HOELDER; CLARKE; WORKMAN, 2012), 

principalmente porque o câncer é uma doença altamente heterogênea com múltiplos 

mecanismos de ação.  

A oncologia é, na verdade, um mercado enorme para as indústrias 

farmacêuticas e tornou-se a maior área terapêutica em termos de número de 

projetos, investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P & D) e número de 

ensaios clínicos (ARROWSMITH, 2012). Portanto, é de extrema importância o 

desenvolvimento e validação de modelos biológicos adequados para o teste de 

novas drogas oncológicas. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisão de literatura 

visando contribuir com a caracterização e aceitação científica do modelo suíno 

transgênico denominado Oncopig, como modelo biológico adequado para o estudo 

do câncer de bexiga, em uma forma de transição dos ensaios pré-clínicos in vitro 

para ensaios pré-clínicos em sistemas robustos biologicamente.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Abordar os tópicos ―câncer de bexiga‖ e ―importância de modelos biológicos‖ 

separadamente e, após o relato da importância e problemática de cada assunto,  

realizar uma hipotetização do potencial uso e relevância da plataforma Oncopig 

como modelo biológico para carcinomas de bexiga.  
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3 Métodos 
 

Uma pesquisa em forma de revisão de literatura foi realizada para a 

identificação de artigos originais e de revisão. Para tal, foram utilizados o banco de 

dados PubMed (NCBI) e sites de órgãos nacionais e internacionais de referência na 

área oncológica, como o Instituto Nacional do Câncer (INCA), a Amerincan Cancer 

Society (ACS) e a World Health Organization (WHO). As palavras-chaves 

empregadas foram: cancer, genetically defined swine cancer model, porcine models, 

rodent model, bladder cancer, biological model, bladder cancer treatment, bladder 

cancer statistics e oncopig. 
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4 Revisão bibliográfica 

 

4.1 Câncer de bexiga 

 

 De acordo com estimativas da organização mundial da saúde (OMS), 

neoplasias foram responsáveis por aproximadamente 8,8 milhões de óbitos no ano 

de 2015, representando quase uma em cada seis mortes que ocorreram no mundo 

neste período (WHO, 2017). Projeções indicam que os índices de indivíduos que 

virão a ser acometidos por esta enfermidade ainda deve subir nos próximos anos, 

principalmente devido ao envelhecimento da população. É estimado que no ano de 

2020, o número de novos casos de neoplasias alcance os 15 milhões, 

representando o dobro do ocorrido no ano de 2000 (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2003). 

Dentre os vários tipos de câncer, o câncer de bexiga merece destaque pelo 

fato de representar o tratamento neoplásico de maior custo econômico para a saúde 

pública, devido suas altas taxas de recorrência, acometendo aproximadamente 70% 

dos pacientes, e seus longos períodos de tratamento (SIEGEL; NAISHADHAM; 

JEMAL, 2013). 

 Com relação a sua epidemiologia, o câncer de bexiga é o nono tumor mais 

comum no mundo (FERLAY et al., 2015). Representa o segundo tipo de tumor do 

trato geniturinário de maior ocorrência, onde é precedido apenas pelo câncer de 

próstata (INCA, 2017). No ano de 2012, foi estimada a ocorrência de 429.000 casos 

de câncer de bexiga mundialmente (FERLAY et al., 2015).  

Esta neoplasia afeta mais homens do que mulheres, em uma proporção de 

3,5 homens para cada mulher (FERLAY et al., 2015). Só para o ano de 2016, foram 

estimados 9.670 novos casos da doença no Brasil, sendo destes 7.200 em homens 

 



 
 

21 

e 2.470 em mulheres (INCA, 2016). Além disso, ocorre principalmente em pessoas 

idosas, onde aproximadamente 80% dos novos casos acometem indivíduos com 60 

anos ou mais (RIES et al., 2007). O envelhecimento natural do ser humano, por si 

só, já traz mudanças nas células e, somado ao fato de pessoas idosas terem sido 

expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para o câncer, aumenta-

se ainda mais sua suscetibilidade à transformação maligna. Isso explica, em 

parte, as razões para o câncer ser mais frequente nessa fase da vida (INCA, 

2017).  

 

4.1.1 Fatores de risco 

 

A presença dos agentes cancerígenos, por si só, não pode ser 

responsabilizada pelo desenvolvimento dos tumores, visto que o câncer é uma 

doença multicausal. Porém, existem fatores que podem influenciar no risco de 

desenvolvimento de neoplasias, sendo assim chamados de fatores de risco.  

O tabagismo é o principal fator de risco relacionado ao câncer de bexiga. A 

associação entre tabagismo e neoplasias de bexiga tem sido objeto de uma série de 

estudos epidemiológicos e os resultados obtidos demonstram um risco em torno de 

2 a 3 vezes maior de câncer de bexiga em pessoas que já foram fumantes ou são 

fumantes em comparação com não fumantes (JANKOVIC; RADOSAVLJEVIC, 

2007). Este risco aumenta de uma forma diretamente proporcional ao número de 

cigarros e anos que o indivíduo esteve em contato com as substâncias tóxicas do 

tabaco (ZEEGERS et al., 2000).  

Outros exemplos incluem as exposições ocupacionais e a esquistossomose 

urinária, as quais estão relacionados com 5 a 10 por cento dos cânceres de bexiga 

(JANKOVIC; RADOSAVLJEVIC, 2007).  Aminas aromáticas, utilizadas na fabricação 

de corantes químicos e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) são as 

substâncias mais relacionadas ao aumento de risco em desenvolver a doença 

(BURGER et al., 2012). No que concerne à esquistossomose, sua relação com 

neoplasias de bexiga foi explicada pela irritação crônica do urotélio que, 

consequentemente, gera altos níveis de metabolitos cancerígenos na urina (IARC, 

1994). 

Algumas alterações genéticas também são bem estabelecidas como fatores 

de risco para o desenvolvimento de neoplasias de bexiga. Como exemplo, destaca-

https://ead.inca.gov.br/mod/glossary/showentry.php?courseid=170&concept=Fatores+de+risco
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se variações em genes envolvidos no metabolismo celular, como a N-

acetiltransferase 2 e a glutationa S-transferase M1, que realizam a biotransformação 

de fase dois de diversas substâncias, incluindo produtos citotóxicos e carcinogênicos 

(BURGER et al., 2012). 

Canceres de bexiga estão associados também com alterações que geral 

instabilidade genômica nas células, como mutações no gene supressor de tumor 

p53 (MALMSTROM et al, 2002). 

Por fim, indivíduos brancos possuem duas vezes mais chance de desenvolver 

câncer de bexiga quando comparadas às pessoas negras, hispânicas e asiáticas 

(WANG; SUN, 2014). 

 

 

4.1.2 Estadiamento e Histologia 

 

Com relação ao estadiamento, deve ser empregado o método aceito 

universalmente da União Internacional Contra o Câncer (UICC), denominado 

Sistema TNM de Classificação dos Tumores Malígnos, o qual se baseia nas 

características do tumor primário (T), linfonodos regionais (N) e a presença ou 

ausência de metástase à distância (M). Porém, esta classificação somente é 

aplicável aos carcinomas (SOBIN; GOSPODARIWICZ; WITTEKIND, 2009). 

A subdivisão dos tumores de bexiga se dá de acordo com o tipo de célula que 

sofre a alteração maligna primordialmente. Assim, existem três tipos principais de 

tumores de bexiga: carcinoma de células transicionais (CCTs), adenocarcinoma e 

carcinoma de células escamosas (INCA, 2017). A grande maioria dos cânceres de 

bexiga são CCT, também conhecidos por carcinomas uroteliais (MOSCHINI et al., 

2017). Este subtipo engloba tumores que iniciam nas células do tecido mais interno 

da bexiga (INCA, 2017). 

Em termos histológicos, os CCTs podem ser subdivididos em músculo 

invasivos ou não-músculo invasivos (figura 1), sendo os não-músculo invasivo 

considerados os mais comuns (DYRSKJOT et al., 2007). Cerca de 75% dos 

pacientes apresentam tumores não-musculo invasivos, que incluem tumores 

limitados à mucosa (Ta e Tis) ou submucosa (T1) (KAMAT et al., 2016). Tumores Ta 

são de baixo grau e raramente progridem para tumores invasivos. Contudo, 

costumam ser recorrentes (em torno de 70%), o que resulta em longos períodos de 
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tratamento da doença (BABJUK et al., 2015; DYRSKJOT et al., 2007; KAMAT et al., 

2016).  

 

Figura 1 - Tipos e estágios do câncer de bexiga. Adaptado de SANLI et al. (2017). 
 

 

Por outro lado, os tumores de estádio T1 evoluem com frequência 

acometendo a musculatura vesical e resultando em um prognóstico menos favorável 

ao paciente, com sobrevida de cinco anos em menos de 50% dos casos (KAMAT et 

al., 2016). 

Independente da fase em que o câncer é detectado, há a necessidade de se 

classificar cada caso de acordo com a extensão do tumor (estadiamento), permitindo 

ao especialista propor o tratamento mais adequado para cada paciente.  

 

4.1.3 Terapias contra neoplasias de bexiga 

 

Devido ao CCT ter predisposição para progredir como tumor músculo invasivo 

e apresentar altas taxas de recorrência, acaba se tornando um desafio para as 

terapêuticas disponíveis até o momento. 

As abordagens terapêuticas comumente utilizadas para tratar neoplasias de 

bexiga incluem ressecção transuretral (RT) do tumor da bexiga, terapia intravesical 

com Bacillus Calmette-Guérin (BCG), quimioterapia adjuvante e neoadjuvante, 
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cistectomia parcial ou radical e radioterapia (SANLI et al., 2017). A escolha da 

abordagem a ser utilizada em cada paciente dependerá do estadiamento da doença, 

assim como suas características histopatológicas. 

Por exemplo, a imunoterapia intravesical de BCG é considerada o tratamento 

padrão ouro para CBNMI após a realização da RT do tumor (HERR, 1992). O BCG é 

um agente imunoterapêutico que foi desenvolvido a partir de Mycobacterium Bovis e 

seu mecanismo de ação não é ainda completamente elucidado. No entanto, sabe-se 

que o BCG ativa o sistema imunológico aderindo ao urotélio e às células tumorais 

através da ação da fibronectina (DONIN et al., 2017). Alguns pacientes, como 

indivíduos imunossupremidos, podem ter contra-indicações para BCG. Ensaios in 

vitro tem demonstrado que a utilização de BCG recombinante pode ser uma 

estratégia biotecnológica com potencial ao avanço dos estudos pré-clínicos 

(BEGNINI et al, 2013b; BEGNINI et al., 2015). 

Os cânceres de baixo grau são tratados com ressecção isolada. Já tumores 

de alto grau Ta e T1, por apresentam maior risco de recorrência e progressão para 

estádios mais invasivos, podem necessitar de ressecções adicionais e terapia 

intravesical com BCG, ou com o quimioterápico mitomicina (BAROCAS; CLARK, 

2008; SHARMA; KSHEERSAGAR; SHARMA, 2009), sendo a terapia com BCG 

preferida à mitomicina nos casos de alto risco de progressão da doença (SHARMA; 

KSHEERSAGAR; SHARMA, 2009).  

Em pacientes com câncer de bexiga músculo invasivo (CBMI), a progressão 

para metástases é um fator comum (KNOWLES; HURST, 2015). Sendo assim, o 

tratamento para esse tipo é a cistectomia radical e o uso de quimioterapia sistêmica 

(ACS, 2017). 

As quimioterapias adjuvante e neoadjuvante contam com uma ampla gama de 

fármacos disponíveis comercialmente para servir como abordagens terapêuticas 

contra tumores de bexiga, sendo a mitomicina C (MMC) o agente quimioterapêutico 

mais utilizado. Seu mecanismo de ação consiste na interrupção da síntese do DNA 

(MALMSTROM et al., 2009). Abaixo, na tabela 1, são citados exemplos de terapias 

atualmente disponíveis para o tratamento de neoplasias de bexiga (NCI, 2017). 
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Tabela 1 - Exemplos de terapias disponíveis comercialmente para o tratamento de 
neoplasias de bexiga. Fonte: Nacional Cancer Institute, 2017. 

 
Terapia 

 

 
Classificação 

 
Ano de aprovação 

(FDA) 

 
Atezolizumab  

 

 
Anticorpo monoclonal  

 
2016 

 
Avelumab 

 

 
Anticorpo monoclonal 

 
2017 

 
BCG  

 

 
Imunoterapia  

 
1990 

 
Cisplatin 

 

 
Quimioterápico 

  

1978/1979 

 
Doxorubicin Hydrochloride 

  

 
Quimioterápico  

 
1974 

 
Gemcitabine 

 

 
Quimioterápico 

 
1996 

 
Imfinzi (Durvalumab) 

 
Anticorpo monoclonal  

 
2017 

 
 

Keytruda (Pembrolizumab) 
 

 
Anticorpo monoclonal 

 
2017 

 
Opdivo (Nivolumab) 

 

 
Anticorpo monoclonal  

 
2017 

 
Mitomycin C 

 

 
Quimioterápico 

 
1974 

 
Thiotepa 

 

 
Quimioterápico  

 
1959 

 
Valstar (Valrubicin) 

 

 
Quimioterápico 

 
1999 

 

A valrubicina é o único agente aprovado pela FDA para terapia em pacientes 

que não respondem ao BCG. É um análogo semisintético da doxorrubicina de 

antraciclina que foi lançado em 1999 e relançado em 2009 por problemas de 
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fabricação. Diferente da doxorrubicina, a valrubicina passa a membrana 

cistoplasmática rapidamente e se acumula no citoplasma levando à morte celular 

citolítica (PORTEN; LEAPMAN; GREENE, 2015). O medicamento valrubicina já 

demonstrou eficácia e tolerabilidade em pacientes com carcinoma in situ, antes de 

se considerar a cistectomia (COOKSON et al., 2014). 

No entanto, a combinação de MMC com termoterapia é uma alternativa de 

tratamento promissor. A ideia de usar o calor para o tratamento do câncer não é 

nova, porém nos últimos anos o uso combinado de quimioterapia e calor como 

"quimiohipertermia" foi avaliado para pacientes com doença de alto risco e falha nos 

tratamentos com BCG (SLATER et al., 2014). Geralmente, em casos onde as outras 

abordagens, incluindo a imunoterapia com BCG, falham, a cistectomia radical é 

encorajada (GIANNARINI et al., 2014; SANLI et al., 2017). 

Embora existam diversas abordagens quimioterápicas comumente usadas na 

clínica para tratar neoplasias de bexiga com eficiência comprovada, como as 

mencionadas anteriormente, elas ainda são pouco seletivas e consequentemente 

apresentam uma ampla gama de efeitos adversos.  

Assim, o desenvolvimento de novos compostos economicamente viáveis com 

potencial ação antitumoral destinados ao tratamento de tumores de bexiga constitui 

um dos maiores desafios da terapêutica para este tipo de neoplasia (BEGNINI et al., 

2013).  

Porém, para que fármacos com potencial ação antitumoral venham a ser 

incorporados à clínica, eles devem primeiro comprovar sua eficácia e segurança em 

ensaios pré-clínicos utilizando modelos animais. Neste contexto, o desenvolvimento 

e validação de modelos biológicos adequados para o estudo do câncer possuem 

extrema importância no âmbito de descobrimento de novos fármacos. 

Destinado a uma avaliação e seleção inicial de fármacos com ação 

antitumoral, se faz necessário um conjunto de ensaios in vitro baseados em 

linhagens celulares de câncer de bexiga, que podem ser obtidas no banco de células 

denominado ATCC (ATCC, 2017) (Tabela 2). Os ensaios são destinados a avaliar o 

percentual de células viáveis, indução de apoptose, parada de ciclo celular, 

expressão gênica de genes relacionados a rotas metabólicas de interesse, como a 

apoptose, por exemplo, entre outros. 
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Tabela 2 - Linhagens celulares comerciais de câncer de bexiga e seus respectivos tipos 
tumorais.  

 

 
Linhagem Celular 

 

 
Tipo tumoral 

 
Morfologia 

 
HT-1197 

 

 
Carcinoma 

 
Epitelial 

 
HT-1376 

 
Carcinoma de grau III 

 
Epitelial 

 
 

RT4 
 

 
Papiloma de células 

transicionais 
 

 
Epitelial 

 
SW780 

 
Carcinoma de células 

transicionais 
 

 
Epitelial 

 
T-24 

 

 
Carcinoma de células 

transicionais 
 

 
Epitelial 

 
TCCSUP 

 
Carcinoma de células 

transicionais de grau IV 
 

 
Epitelial 

 
UM-UC-3 

 
Carcinoma de células 

transicionais 
 

 
Epitelial 

 
5637 

 
Carcinoma de grau II 

 

 
Epitelial 

 

4.2 Importância de modelos biológicos 

 

Os modelos animais são um passo essencial no processo de 

desenvolvimento de drogas. Devido a questões éticas, é necessário testar novos 

produtos biomédicos em modelos animais durante a fase pré-clínica antes de iniciar 
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a experimentação humana, a fim de avaliar a eficácia, toxicidade e segurança da 

nova terapia em questão (JUNOD, 2013).   

Em relação às responsabilidades éticas envolvidas na realização de 

experimentos com animais, testes in vivo devem ser conduzidos com base no 

paradigma dos 3 Rs. Do inglês ―‖Reduce, Replace and Refine‖, ele impõe que o 

número de animais utilizados deve ser mantido ao mínimo necessário. Além disso, 

quando possível, deve-se substituir  testes em animais por outras ferramentas e, por 

fim, os testes devem ser refinados a fim de diminuir o sofrimento dos modelos 

biológicos  (RUSSELL E BURCH, 1959). 

Modelos biológicos precisam ser semelhantes biologicamente à doença 

humana em questão, demonstrar resposta similar às intervenções clínicas eficazes 

em humanos e seus alvos de investigação devem possuir um papel semelhante no 

modelo da doença com a situação clinica de pacientes (DENAYER; STÖHRN; VAN 

ROY, 2014). Sendo assim, os animais devem ser capazes de imitar de forma 

confiável a anatomia e fisiologia normal dos órgãos e tecidos humanos de interesse, 

além de refletir com precisão os aspectos morfológicos e bioquímicos da patogênese 

da doença. 

No entanto, é comum enfrentar uma dificuldade na tradução da resposta 

obtida entre o animal pré-clínico e os humanos (MAK; EVANIEW; GHERT, 2014). 

Isto é especialmente verdadeiro para a oncologia, como resultado de dificuldades 

em refletir a heterogeneidade e características complexas do tumor em modelos 

animais (HUSZTHY et al., 2012; VAN MARION et al., 2016). 

 Existem vários casos de terapias candidatas que falharam em ensaios 

clínicos, embora tenham apresentado bons resultados nas fases anteriores do 

desenvolvimento de medicamentos (WILLIAMS, 2013, 2015). Na verdade, cerca de 

85% das terapias testadas em ensaios clínicos acabam falhando (LEDFORD, 2011), 

no qual a terapêutica contra o câncer representa a maior proporção dessas falhas 

(ARROWSMITH, 2011). Apenas 5% dos agentes que demonstram atividade 

anticancerígena em fases pré-clínicas são aprovados após demonstrar eficácia 

suficiente nos testes de fase III (HUTCHINSON; KIRK, 2011). 

Um dos conceitos-chave nestes casos é a necessidade de uma melhoria nos 

primeiros passos da descoberta de drogas, onde destacamos a importância no uso 

de modelos animais adequados em ensaios pré-clínicos. Modelos animais 
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adequados são cruciais para a continuação da validação e descoberta de novos 

medicamentos. 

 

4.2.1 Roedores como modelos biológicos 

 

Os roedores são a plataforma mais utilizada para triagem pré-clínica e como 

modelos biológicos em geral. Algumas de suas características, como o seu pequeno 

tamanho, o baixo custo e a genética bem conhecida, os tornam uma ferramenta 

padrão para avaliar novas terapêuticas. Sem mencionar o fato de que eles podem 

ser geneticamente modificados com bastante facilidade (VANDAMME, 2014). No 

entanto, eles podem ser muitas vezes modelos não adequados para várias doenças 

humanas (BURNS et al., 2015; SEOK et al., 2013), incluindo para o câncer (DE 

JONG; MAINA, 2010). 

Consequentemente, as dificuldades mencionadas em traduzir a resposta 

obtida nos estudos pré-clínicos mais tarde no estágio de testes clínicos são bastante 

comuns quando os roedores são escolhidos como o modelo biológico utilizado. Um 

exemplo é o ensaio clínico de fase II do IPI-926 (saridegib) em pacientes com 

condrossarcoma avançado.  

O teste foi interrompido cedo porque não mostrou nenhum efeito relevante em 

seres humanos submetidos ao tratamento com Saridegib quando comparado com o 

grupo placebo (WAGNER et al., 2013), apesar de os modelos de meduloblastoma  

em ratos tratados com IPI-926 terem demonstrado resultados promissores, 

apresentando aumento de cinco vezes na sobrevivência (LEE et al., 2012). Este 

trabalho demonstra a necessidade de modelos animais mais adequados para servir 

como uma ferramenta complementar para a descoberta de drogas para o tratamento 

do câncer. 

Embora os modelos de camundongos geneticamente modificados sejam 

ferramentas importantes para estudar a biologia do câncer (JEONG, 2016; JIANG; 

YU, 2017; PEREZ-GUIJARRO et al., 2017) e representem uma melhoria em relação 

aos modelos de camundongos selvagens, eles ainda possuem diversas limitações. 

Dito isto, acredita-se que o uso de um modelo adequado de câncer em uma 

plataforma de animal grande, como a suína, beneficiaria muito o desenvolvimento de 
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novas terapêuticas contra o câncer (FLISIKOWSKA; KIND; SCHNIEKE, 2016; 

SCHOOK et al, 2015). 

 

4.2.2 Suínos como modelo biológico 

 

Os suínos já provaram ser mais preditivos de tratamentos terapêuticos em 

seres humanos do que roedores (MEURENS et al., 2012). O suíno fornece uma 

plataforma ideal para estudar câncer devido às suas semelhanças com humanos 

nos níveis anatômico, fisiológico, metabólico e genético. A sequência de genoma do 

suíno publicada em 2012 forneceu informações importantes sobre a sua semelhança 

genética com os seres humanos (GROENEN et al., 2012), bem como ajudou a 

consolidar sua aceitação como um modelo biomédico de grande porte para doenças 

humanas (PRATHER, 2013; SCHOOK et al, 2015).  

Além da alta homologia com o genoma humano, o genoma do suíno também 

exibe uma regulação epigenética altamente conservada demonstrada por padrões 

genômicos de metilação semelhantes aos humanos (SCHACHTSCHNEIDER et al., 

2015).  

Em relação à sua genética do câncer, um estudo realizado com células 

suínas geneticamente modificadas demostrou que elas requerem mutações em 

oncogenes e genes supressores de tumores comumente encontrados em cânceres 

humanos para adquirirem um fenótipo transformado (ADAM et al., 2007; 

RANGARAJAN et al., 2004) Em adição, tais células suínas transformadas se 

demonstraram capazes de formar tumores in vivo após a sua injeção autóloga 

(ADAM et al., 2007).  

Além disso, ambas espécies tem a expressão da subunidade catalítica da 

enzima telomerase, a transcriptase reversa de telomerase (TERT), suprimida nos 

tecidos durante a vida adulta em tecidos saudáveis, enquanto células tumorais 

possuem a característica de expressar TERT (KIM et al., 1994; PATHAK et al., 

2000). 

Estes trabalhos demonstram que a via tumorigênica dos suínos tem uma 

semelhança mais próxima com a via humana quando comparada aos roedores, uma 

vez que células murinas normais podem ser transformadas em células tumorais com 

uma quantidade menor de mutações do que as células humanas (RANGARAJAN et 
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al., 2004), além de roedores expressarem TERT ao longo da vida em diversos 

tecidos saudáveis (CHADENEAU et al., 1995). 

Os suínos fornecem um sistema grande ideal para o rastreio pré-clínico de 

drogas devido à sua semelhança no metabolismo com os seres humanos. Por 

exemplo, os suínos provaram ser um modelo adequado para o metabolismo de 

fármacos relacionados com as enzimas da subfamília CYP3A.  

As enzimas dos citocromos P450 (CYP) são conhecidas por seu papel no 

metabolismo dos compostos e a subfamília CYP3A é a mais importante dentre eles, 

uma vez que é responsável por metabolizar mais de metade de todas as drogas 

atualmente no mercado (ZUBER; ANZENBACHEROVA; ANZENBACHER, 2002). 

O receptor de xenosensor de prenhes C de suínos, bem como a sua CYP3A4, 

se assemelham muito proximamente aos encontrados em seres humanos (GRAY et 

al., 2010; POLLOCK; ROGATCHEVA; SCHOOK, 2007). Em uma comparação do 

mRNA constitutivo de receptores e enzimas relacionadas à família CYP, os 

resultados demonstraram semelhança com as taxas de expressão encontradas em 

humanos (NIELSEN et al., 2017).  

Por outro lado, alguns roedores (por exemplo, ratos) não são considerados 

um bom modelo para avaliar reações catalisadas pela CYP3A4, devido a 

discrepâncias com seres humanos no metabolismo relacionado a esta enzima, 

fazendo com que eles processem de forma diferente alguns fármacos 

(MARTIGNONI; GROOTHUIS; DE KANTER, 2006). Isso demonstra como os 

modelos de suínos podem ser muito úteis em estudos de farmacologia e toxicologia 

de compostos e de fato tem sido utilizados com esta finalidade (THORN et al., 2009, 

2011). 

Outra característica benéfica dos suínos que os torna um bom modelo 

biológico é o fato de que eles podem viver até 10 anos. Para fins de 

desenvolvimento de medicamentos contra o câncer, isso é especialmente relevante 

porque permite que a terapêutica seja testada e posteriormente monitorada em uma 

plataforma pré-clínica capaz de realizar todos os estágios de desenvolvimento, 

progressão, invasão e metástase do tumor. Permitindo assim a avaliação da ação a 

longo prazo do composto (SEGATTO et al., 2017).  

Além disso, o tamanho grande do modelo porcino é ideal não só para 

administrar terapêuticas da mesma forma que são administrados em pacientes, 

incluindo pelas vias orais, intravenosa, intraperitoneal, por via inalatória, subcutânea, 
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intramuscular, absorção dérmica e transmucosal, mas também para a coleta de 

maiores volumes de fluidos corporais (HELKE; SWINDLE, 2013) (NUNOYA et al., 

2007), permitindo que os procedimentos da amostra de sangue se relacionem 

estreitamente com os realizados em humanos.  

Assim, a implementação do suíno como um modelo biomédico ideal para a 

descoberta de medicamentos poderia ajudar a resolver a lacuna existente entre o 

teste de potenciais novos tratamentos e produtos benéficos aos pacientes 

(SEGATTO et al., 2017). 

 

4.2.2.1 Suínos transgênicos como modelo biológico 

 

A engenharia genética permite o desenvolvimento de modelos transgênicos 

de animais suínos que recapitulam alterações genéticas particulares encontradas 

em doenças humanas, para fins de uso em pesquisas biomédicas. Estes modelos 

podem ser obtidos através de várias técnicas, tais como micro injeção de DNA nos 

pro núcleos de oócitos fertilizados, trangênese lentiviral, transferência de genes 

mediada por espermatozoide e transferência nuclear de células somáticas (SCNT) 

usando células doadoras nucleares geneticamente modificadas (AIGNER et al., 

2010).  

Atualmente, suínos transgênicos estão sendo cada vez mais aceitos como 

modelo biológico de diversas doenças humanas (AIGNER et al., 2010), visto que 

modelos porcinos transgênicos já foram estabelecidos para doenças 

neurodegenerativas (KRAGH et al., 2009), fibrose cística (ROGERS et al., 2008), 

doenças cardiovasculares (HAO et al., 2006), diabetes mellitus (RENNER et al., 

2010) e até mesmo câncer (FLISIKOWSKA et al., 2012; SCHOOK et al., 2015). 

Os avanços das técnicas de engenharia genética combinados com o 

conhecimento do genoma do suíno e sua semelhança com os seres humanos 

(GROENEN et al., 2012), somados às características dos suínos anteriormente 

mencionados, tornam os modelos porcinos transgênicos uma ferramenta poderosa 

para servir como modelo biológico adequado na descoberta de novas terapias 

contra o câncer. 
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4.2.2.1.1 Oncopig Cancer Model 

 

Tendo isto em vista, Schook et al. desenvolveram um modelo suíno 

transgênico de câncer - denominado Oncopig Cancer Model (OCM) - contendo o 

gene supressor de tumor TP53R167H e o oncogene KRASG12D mutados. O uso do 

sistema AdCRE permitiu que as células adquirissem um fenótipo tumoral somente 

em um tempo e espaço escolhidos, uma vez que os  transgenes mutados são 

expressos apenas após a infecção com adenovírus codificando Cre recombinase 

(AdCre) (SCHOOK et al., 2015b) (figura 2).  

 

 Figura 2 - Desenvolvimento do Oncopig usando o sistema induzível Cre-LoxP. Adaptado de 
SCHOOK et al. (2016). 
 

Este sistema possibilita imitar de perto a formação de tumor espontâneo que 

ocorre nos seres humanos. A injeção intramuscular de AdCre no OCM resultou no 

desenvolvimento de um sarcoma de tecido mole, com características patologia 

sugestivas de leiomiossarcoma (SCHOOK et al., 2015b). 



 
 

34 

Além disso, recentes estudos do perfil de transcrição dessas células 

provindas do Oncopig de sarcoma de tecido mole (STM) demonstraram que as 

mesmas apresentam sinais de sinalização do TP53 alterados, ativação de 

sinalização de Wnt e sinais de reprogramação epigenética, todas características 

transcricionais encontradas no sarcoma de tecido mole humano. Além disso, o 

regulador transcricional FOSL1 de STM humano também foi encontrado regulando 

as células provindas do Oncopig (SCHACHTSCHNEIDER et al., 2017a).  

Outros dois tipos de cânceres foram desenvolvidos até à data na plataforma 

Oncopig Cancer Model: carcinoma hepatocelular (CHC) e câncer de pâncreas. As 

células de hepatócitos provindas do Oncopig foram transformadas usando o sistema 

AdCre da mesma maneira como mencionado anteriormente, resultando em células 

porcinas de hepatocarcinoma que expressam os oncogenes TP53R167H e KRASG12D. 

Essas células adquiriram características histopatológicas semelhantes ao CHC 

humano e foram capazes de formar tumores após a injeção autóloga no OCM 

(SCHACHTSCHNEIDER et al., 2017b).  

Além disso, características transcricionais de CHC humanos também foram 

detectadas nestas células juntamente com uma expressão de genes conservados 

quando comparada com linhas celulares de CHC humanas (SCHACHTSCHNEIDER 

et al., 2017b).  

O modelo oncopig para adenocarcinoma ductal pancreático, por sua vez, 

ainda está em processo de desenvolvimento. No entanto, este modelo já provou ser 

capaz de induzir com sucesso os dois histotipos de câncer de pâncreas mais 

predominantes, o exócrino e o neuroendócrino, no OCM após injeção de adenovírus 

codificando cre recombinase (AdCre) no ducto pancreático principal (DIAZ et al., 

2016). 

Em uma revisão recentemente publicada por Segatto e colaboradores, 

anexada ao presente trabalho (anexo), suínos são propostos como uma plataforma 

complementar na descoberta de novas terapias contra o câncer através de triagens 

fenotípicas de compostos, devido suas similaridades metabólicas, fisiológicas e 

genéticas com os humanos (SEGATTO et al., 2017).  

Assim, o OCM poderia servir como uma plataforma translacional de teste de 

drogas com potencial terapêutico após a realização de triagem fenotípica dos 

compostos e posterior teste em modelos animais de pequeno porte (roedores), a fim 

de comprovar a eficácia da terapia antes de iniciar os ensaios clínicos em humanos 
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(SEGATTO et al., 2017), visto que o comitê internacional de harmonização exige 

que testes de toxicidade sejam realizados em pelo menos duas espécies animais 

relevantes (FDA, 2010). 

4.2.2.1.2 Outras plataformas suínas geneticamente definidas de câncer 

 

Além do OCM, outras plataformas suínas foram desenvolvidas para servir 

como modelos biológicos de câncer. Elas incluem o modelo de pólipo adenomatoso 

familiar humano, em que o gene APC foi inativado pela introdução de códons de 

terminação prematura usando o método de eletroporação de DNA vetorial 

linearizado em células estaminais mesenquimatosas seguidas por SCNT. Os 

animais portadores da mutação APC1311 desenvolveram pólipos no cólon e no reto 

após um ano (FLISIKOWSKA et al., 2012).  

Dois trabalhos utilizaram mutantes TP53 para criar modelos porcinos de 

câncer, um deles desenvolveu um modelo suíno geneticamente modificado 

expressando TP53R167H mutante, resultando em formação de linfomas e tumores 

osteogênicos nos mutantes homozigotos (SIEREN et al., 2014) e o outro obteve 

suínos HC53 knockout heterozigóticos que desenvolveram osteossarcomas 

espontâneos em animais mais velhos e homozigotos capazes de formar múltiplos 

osteossarcomas grandes em suínos de 7,8 meses de idade (SAALFRANK et al., 

2016).  

Mais recentemente, um modelo genético de câncer intestinal foi desenvolvido 

através da construção de cassetes contendo os oncogenes KRASG12D, cMYC e 

SV40LT induzíveis por Flp-recombinase, além de um cassete com o ativador 4-

hidroxitoxififen (4-OHT) controlado por um promotor específico do tecido do epitélio 

intestinal. A ativação in vivo do cassete contendo os oncogenes resultou no 

desenvolvimento de carcinoma neuroendocrino duodenal com metástase dos 

linfonodos em minipigs (CALLESEN et al., 2017). 

Finalmente, uma tentativa de desenvolver um modelo de câncer de mama foi 

realizada através de knockout do gene BRCA1 mediado por adenovírus associado 

recombinante (rAAV). Infelizmente, os animais morreram antes de poderem 

demonstrar qualquer alteração fenotípica (LUO; BOLUND; SØRENSEN, 2011). 
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4.3 Potencial da plataforma Oncopig Cancer Model para carcinomas de bexiga 

 

Em relação ao desenvolvimento de potenciais terapias contra o câncer, a 

oncologia representa um mercado enorme para as indústrias farmacêuticas e já se 

tornou a maior área terapêutica em termos de número de projetos, investimentos em 

pesquisa e desenvolvimento (P & D) e número de ensaios clínicos (ARROWSMITH, 

2012). No entanto, descobrir e aprovar novas terapias eficientes contra neoplasias é 

um desafio (HOELDER; CLARKE; WORKMAN, 2012), principalmente porque o 

câncer é uma doença altamente heterogênea com múltiplos mecanismos de ação.  

Como demonstrado na presente revisão de literatura, suínos possuem grande 

potencial de utilização como modelo biológico em geral, devido suas diversas 

similaridades com os humanos. Assim, eles podem servir como modelos de 

tradução, testando a eficácia de novas terapias que mostram resultados promissores 

em triagens in vitro e em testes em animais pequenos antes de se mudar para 

ensaios clínicos humanos, diminuindo as taxas de falha (SEGATTO et al, 2017).  

Embora os modelos de suínos geneticamente modificados sejam mais caros 

que os roedores geneticamente modificados, o uso de suínos como modelo de 

segundo animal em ensaios pré-clínicos é mais barato do que o uso de primatas não 

humanos. Também pode fornecer uma redução de custos na descoberta de 

medicamentos, confirmando os resultados do teste antes de iniciar um ensaio clínico 

humano altamente oneroso (SEGATTO et al, 2017). 

Além disso, a injeção intravesical de AdCre na plataforma OCM poderia 

resultar na formação de tumores na bexiga permitindo o desenvolvimento de um 

modelo animal humanizado de câncer de bexiga altamente valioso em que novos 

compostos e imunoterapias como o BCG recombinante - uma abordagem 

imunoterapêutica promissora para câncer de bexiga (BEGNINI et al., 2015) - 

poderiam ser testados (SEGATTO et al, 2017).  

Nosso grupo de pesquisa vem testando nos últimos anos a atividade 

antitumoral de vários compostos em linhagens celulares de câncer de bexiga, 

incluindo própolis vermelha brasileira (BEGNINI et al., 2014), derivados de AZT (DA 

ROSA et al., 2017) e derivados de pirazolina (TESSMANN et al., 2017), os quais 

demonstraram resultado promissores com uma potencial ação antitumoral frente as 

linhagens in vitro (BEGNINI et al., 2014; DA ROSA et al., 2017; TESSMANN et al., 
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2017). Uma plataforma de modelo animal adequada, como a OCM, poderia auxiliar e 

melhorar os ensaios in vivo de diversos compostos promissores selecionados 

previamente em testes in vitro, como os mencionados nestes estudos anteriores.  
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5 Considerações finais 
 

Como ressaltado no presente trabalho, o desenvolvimento e validação de 

modelos biológicos adequados para o estudo do câncer possui extrema importância 

no âmbito de descobrimento de novos fármacos, uma vez que a experimentação 

animal é um passo essencial no processo de desenvolvimento e triagem de novas 

drogas. 

O modelo suíno possui diversas características semelhantes aos humanos, o 

que os torna uma plataforma ideal tanto para o estudo do câncer em geral, quanto 

para o teste de potenciais terapias antitumorais em estudos pré-clínicos.  

Por isso, após a exposição das problemáticas relacionadas ao câncer de 

bexiga e seus tratamentos, em adição às limitações dos modelos biológicos e 

roedores, acreditamos que o uso do Oncopig Cancer Model para o estudo e triagem 

de drogas contra neoplasias de bexiga iria beneficiar a pesquisa e o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para esta enfermidade.  
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Abstract 

 

The screening of potential therapeutic compounds using phenotypic drug discovery 

(PDD) is being embraced once again by researchers and pharmaceutical companies 

as an approach to enhance the development of new effective therapeutics. Before 

the genomics and molecular biology era and the consecutive emergence of targeted-

drug discovery approaches, PDD was the most common platform used for drug 

discovery. PDD, also known as phenotypic screening, consists of screening potential 

compounds in either in vitro cellular or in vivo animal models to identify compounds 

resulting in a desirable phenotypic change. Using this approach, the biological 

targets of the compounds are not taken into consideration. Suitable animal models 

are crucial for the continued validation and discovery of new drugs, as compounds 

displaying promising results in phenotypic in vitro cell-based and in vivo small animal 

model screenings often fail in clinical trials. Indeed, this is mainly a result of 

differential anatomy, physiology, metabolism, immunology, and genetics between 

humans and currently used pre-clinical small animal models. In contrast, pigs are 

more predictive of therapeutic treatment outcomes in humans than rodents. In 

addition, pigs provide an ideal platform to study cancer due to their similarities with 

humans at the anatomical, physiological, metabolic, and genetic levels. Here we 

provide a mini-review on the reemergence of PDD in drug development, highlighting 

the potential of porcine cancer models for improving pre-clinical drug discovery and 

testing. We also present precision medicine based genetically defined swine cancer 

models developed to date and their potential as biomedical models. 

 

Keywords: PDD, animal model, swine, Oncopig cancer model, cancer 

 

 

 

 

 



 
 

54 

The return of Phenotypic Drug Discovery 

The pharmaceutical industry has increasingly invested in the research and 

development (R&D) of new potential drugs and has doubled these investments over 

the past 15 years, from $26.0 billion in 2000 to an estimated $58.8 billion in 2015 

(PhRMA, 2016). Surprisingly, companies have produced on average less than one 

new drug per year since 1950, indicating that no strategy employed by 

pharmaceutical companies over this time period has increased their ability to 

discover and bring new drugs to market (Munos, 2009). Analysis of the drugs 

approved by the FDA between 1999 and 2008 indicates more first-in-class drugs 

have been approved using phenotypic screening assays than target-based 

approaches (Swinney and Anthony, 2011).  

 Phenotypic drug discovery (PDD) consists of screening potential compounds 

in either in vitro cellular (Mosmann, 1983) or in vivo animal models (Giacomotto and 

Segalat, 2010) to identify compounds resulting in a desirable phenotypic change. On 

the other hand, target-based drug discovery (TDD) relies on the identification of a 

target of interest believed to be ―disease-modifying‖ and therefore related to a 

particular disease. The genomic era revolutionized the screening of new compounds 

in vitro and in vivo through the rise of comparative genomics, genome editing, and 

the consecutive emergence of TDD approaches. Even though TDD has several 

advantages, such as confirmation of the relevance of a target for a given disease, 

this approach has not effectively translated into the approval of new drugs as 

expected. Some researchers believe that one of the reasons for the decrease in drug 

discovery and innumerous failed clinical trials in the last 25 years may be due to the 

extensive use of TDD in the past decades (Hellerstein, 2008; Sams-Dodd, 2005, 

2013).  Therefore, researchers and pharmaceutical companies are once again 

embracing PDD as a way to improve development and screening of new effective 

therapeutics (Lee and Berg, 2013; Warchal et al., 2015; Zheng et al., 2013). 

 

PDD in cancer drug discovery 

Oncology is a huge market for pharmaceutical industries, and has grown to be 

the largest therapeutic area in terms of number of projects, investments in research 

and development (R&D), and number of clinical trials (Arrowsmith, 2012). However, 

discovering and approving new efficient cancer therapies is a challenge (Hoelder et 

al., 2012) mainly because cancer is a highly heterogeneous disease with multiple 
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mechanisms of action. The hallmarks of cancer indicate that the transformation of 

normal cells into malignant cancer cells is a multistep process reflecting genetic 

alterations affecting six physiological processes. These processes include self-

sufficient growth signaling, insensitivity to growth-inhibitory (antigrowth) signals, 

evasion of programmed cell death (apoptosis), limitless replicative potential, 

sustained angiogenesis, and tissue invasion and metastasis (Hanahan and 

Weinberg, 2000).  

The majority of the cancer drugs developed in the past decades have been 

discovered using target-based approaches (Swinney and Anthony, 2011). This is 

expected, as our knowledge of the molecular basis of cancer is growing (Garraway 

and Lander, 2013) and as a consequence new cancer therapeutics are focused on 

targets known to be related to the above-mentioned multistep processes. For 

example, as kinases play key roles in signal transduction and regulation of a range of 

cellular activities, kinase inhibitors represent 21 out of the 29 approved drugs 

developed using TDD between 1999 and 2008 (Zhang et al., 2009; Swinney and 

Anthony, 2011). 

It is important to highlight that when researchers focus only on known targets 

for drug discovery, they lose the opportunity to identify potential drugs that may have 

different—and new—targeted mechanisms of action. Between 1999 and 2008, 19 of 

the approved cancer therapeutics were discovered using some level of phenotypic 

screening (Swinney and Anthony, 2011). Among them are the thalidomide analogue 

Lenalidomide, for which the selection of second-generation analogues with 

anticancer activity was conducted using only phenotypic assays (Shortt et al., 2013). 

In addition, the observation that dimethyl sulfoxide (DMSO) caused growth arrest 

(Friend et al., 1971; Takase et al., 1992; Teraoka et al., 1996) and terminal 

differentiation of transformed cells (Friend et al., 1971) led researchers to test other 

polar, small-molecule solvent species for antitumor activity, resulting in the discovery 

of the histone deacetylase inhibitor Vorinostat (Marks and Breslow, 2007). 

Furthermore, Romidepsin, an anticancer agent approved for the treatment of 

cutaneous T-cell lymphoma was identified through phenotypic screening of microbial 

metabolites in tumor cell lines (Ueda et al., 1994). 

In general, PDD remains a crucial approach in selecting, validating, and 

developing potential cancer drugs, even though it represents a minority of the 

investigational and recently approved oncology treatments (Moffat et al., 2014). PDD 
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screening is only the first step in the long and expensive journey of drug discovery. 

The next stage, represented by animal experimentation in pre-clinical trials, must 

validate the promising results obtained in the initial screening. Therefore, both steps 

are complementary and equally important. 

 

Importance of animal models in drug discovery 

Animal models are essential tools in the drug development process. Due to 

ethical and regulatory issues, it is necessary to test new biomedical products in 

animal models during the pre-clinical phase before initiating human experimentation 

to evaluate efficacy, toxicity, and safety. However, many drugs that display promising 

results in pre-clinical animal studies do not produce the same response in humans 

(Mak et al., 2014). This is especially true for oncology due to difficulties in mirroring 

the heterogeneity and complex tumor characteristics in animal models (Huszthy et 

al., 2012; van Marion et al., 2016). Disregarding the approach used for drug 

discovery (TDD or PDD), there are several examples of candidate therapeutics failing 

in clinical trials even though they showed promising results in previous phases of 

drug development (Williams, 2013, 2015). In fact, about 85% of therapies tested in 

clinical trials fail (Ledford, 2011), with cancer therapeutics representing the largest 

proportion of these failures (Arrowsmith, 2011). Only 5% of agents that demonstrate 

anticancer activity in preclinical phases are approved after demonstrating sufficient 

efficacy in phase III testing (Hutchinson and Kirk, 2011). 

One of the key takeaways from these failures is the need for improvements in the 

early steps of drug discovery, specifically in the use of adequate animal models in 

pre-clinical trials. Suitable animal models are crucial for the continued validation and 

discovery of new drugs, as compounds displaying promising results in phenotypic in 

vitro cell-based and in vivo small animal model screenings often fail in clinical trials. 

Rodents are the most widely used platform for tumor pre-clinical screening and 

biological models in general. Some of their characteristics, such as small size, 

inexpensiveness, well-known genetics, and their ability to be easily genetically 

modified make them a standard tool for evaluating novel therapeutics. However, they 

are actually poor models for many human diseases (Burns et al., 2015; Seok et al., 

2013), including cancer (de Jong and Maina, 2010). Consequently, difficulties 

translating the results obtained in pre-clinical studies to the clinical realm are quite 

common when rodents are chosen as the biological model. One example is the 
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phase II clinical trial of IPI-926 (Saridegib) in patients with advanced 

chondrosarcoma. The trial was stopped early because no relevant effects were 

observed in humans treated with Saridegib compared to the placebo group (Wagner 

et al., 2013), even though medulloblastoma mice models treated with IPI-926 

demonstrated a fivefold increase in survival (Lee et al., 2012). This work 

demonstrates the need for more relevant animal models as complementary tools for 

cancer drug discovery. 

Even though genetically engineered mouse models are important tools for 

studying mechanisms associated with cancer biology (Jeong, 2016; Jiang and Yu, 

2017; Perez-Guijarro et al., 2017) and represent improved models compared to wild 

mice models, they still have several limitations. We believe that the use of a suitable 

large animal model of cancer would improve the results of PDD for cancer 

therapeutics. 

 

Pigs as biological models 

Pigs have proven to be more predictive of therapeutic treatments in humans than 

rodents (Meurens et al., 2012; Schook et al., 2015a). Pigs provide an ideal platform 

to study cancer due to their similarities with humans at the anatomical, physiological, 

metabolic, and genetic levels (Table 1). The pig genome sequence was published in 

2012, providing insights into their genetic similarities to humans (Groenen et al., 

2012) and furthering their acceptance as a large animal biomedical model for human 

diseases (Prather, 2013; Schook et al., 2015a). In addition to the high homology 

between the pig and human genome, the swine genome also exhibits highly 

conserved epigenetic regulation demonstrated by the similar genome wide DNA 

methylation patterns observed between pigs and humans (Schachtschneider et al., 

2015). Regarding their cancer genetics, a previous study using genetically 

engineered porcine cells showed that swine cells could be transformed by mutated 

oncogenes and tumor suppressor genes commonly found in human cancers (Adam 

et al., 2007). Furthermore, these transformed cells were able to form tumors following 

autologous injection (Adam et al., 2007). Also, normal murine cells can be 

transformed with fewer mutations (Rangarajan et al., 2004) compared to swine and 

human cells (Adam et al., 2007; Rangarajan et al., 2004). Together, this work 

demonstrates that porcine tumorigenic pathways are more similar to human 

pathways than rodents (table 1). 
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Pigs provide an ideal large animal model for preclinical drug screening due to 

their metabolic similarities with humans. For instance, pigs have proven to be a 

suitable model for CYP3A-related drug metabolism. Cytochromes P450 enzymes 

(CYP) are known for their role in compound metabolism, and the CYP3A subfamily is 

responsible for metabolizing more than half of all drugs available on the market 

(Zuber et al., 2002). The swine xenosensor pregnane C receptors also displays high 

homology to the ones found in humans (Gray et al., 2010; Pollock et al., 2007). In 

addition, the CYP family receptors and enzymes display similar expression levels in 

pigs and humans (Nielsen et al., 2017). On the other hand, some rodents (e.g. rats) 

are not considered good models for CYP3A4 related metabolism due to the 

dissimilarities with humans in metabolism related to this enzyme, resulting in 

differential therapeutic metabolization (Martignoni et al., 2006). In contrast, swine 

models can and have been very useful for pharmacology and toxicology studies 

(Thorn et al., 2009, 2011).  

Another beneficial feature of pigs that makes them a relevant biological model is 

the fact that they can live up to 10 years. For purposes of cancer drug development, 

this is especially relevant because it allows for therapeutic testing and posterior 

monitoring in a pre-clinical platform able to mimic multiple stages of tumor 

development, progression, invasion, and metastasis, thereby enabling the evaluation 

of the long-term effects of a variety of compounds. In addition, the large size of the 

pig is ideal not only for administration of therapeutics in the same manner as in 

human patients (table 1), but also for the collection of larger volumes of bodily fluids 

(Helke and Swindle, 2013), allowing blood collection procedures to mirror those 

performed in humans. We thus hypothesize that the pig’s implementation as an ideal 

biomedical model for drug discovery could help fill the existing gap between early 

phenotypic screening of potential new therapeutics, identification of prognostic 

biomarkers, and testing of beneficial products and devices in human clinical patients. 

Genetic engineering allows for the development of transgenic porcine models that 

recapitulate particular genetic alterations found in human diseases for translational 

biomedical research purposes. These models can be obtained using several 

techniques such as microinjection of DNA into the pronuclei of fertilized oocytes, 

lentiviral transgenesis (LVGT), sperm mediated gene transfer (SMGT), and somatic 

cell nuclear transfer (SCNT) using genetically modified nuclear donor cells (Aigner et 

al., 2010). Currently, transgenic pigs are increasingly being accepted as large animal 
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models for several human diseases (Aigner et al., 2010), including 

neurodegenerative diseases (Kragh et al., 2009), cystic fibrosis (Rogers et al., 2008), 

cardiovascular diseases (Hao et al., 2006), diabetes mellitus (Renner et al., 2010), 

and cancer (Schook et al., 2015b; Flisikowska et al., 2012).  

 

Genetically defined swine models of cancer 

 The advancement of genetic engineering techniques combined with knowledge 

of the pig genome sequence and its similarity to humans (Groenen et al., 2012) make 

genetic engineering a powerful tool for developing suitable transgenic porcine 

biological models for cancer drug discovery (Schook et al., 2016).  

With the aim of producing a genetically defined porcine cancer model, Schook 

and collaborators developed the Oncopig Cancer Model (OCM), which contains Cre 

recombinase inducible mutated tumor suppressor and oncogene transgenes 

(TP53R167H and KRASG12D, respectively). Exposure to adenoviral vectors encoding 

Cre recombinase (AdCre) results in cellular transformation in a temporal and spatial 

manner that closely mimics the spontaneous tumor formation that occurs in humans 

(Schook et al., 2015b). The intramuscular injection of AdCre into the OCM results in 

the development of soft-tissue sarcomas (STS) that display pathological 

characteristics of human leiomyosarcomas (Schook et al., 2015b). Furthermore, 

transcriptional profiling of Oncopig STS cell lines and tumors indicates Oncopig STS 

exhibits altered TP53 signaling, Wnt signaling activation, and signs of epigenetic 

reprogramming, all of which represent transcriptional hallmarks of human STS 

(Schachtschneider et al., 2017a). In addition, the transcriptional regulator FOSL1, 

which was previously identified as a potential human STS therapeutic target, was 

identified as a master regulator of Oncopig STS (Schachtschneider et al., 2017a). 

Two other cancer types have been developed to date in the OCM: hepatocellular 

carcinoma (HCC) and pancreatic cancer. By isolating and transforming Oncopig 

hepatocytes via exposure to AdCre in vitro, researchers were able to develop 

Oncopig HCC cell lines expressing TP53R167H and KRASG12D (Schachtschneider et 

al., 2017b). These cells display histopathological characteristics similar to human 

HCC and form tumors upon autologous injection into Oncopigs. Furthermore, human 

HCC transcriptional hallmarks were also observed in Oncopig HCC cells along with 

conserved gene expression profiles compared to human HCC cell lines 

(Schachtschneider et al., 2017b). The Oncopig pancreatic ductal adenocarcinoma 
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(PDAC) model is still in development. However, the two most predominant pancreatic 

cancer histotypes (exocrine and neuroendocrine) have already been developed in 

this PDAC model via delivery of AdCre into the main pancreatic duct (Diaz et al., 

2016).  

In a recently published article, Schachtschneider et al. (2017) presented multiple 

applications of the OCM as an innovative large animal translational oncology 

platform, ranging from the above-mentioned potential for therapeutic screening and 

development to its use for developing diagnostic imaging modalities. It also highlights 

the numerous advantages that swine models have over other commonly used 

biological models (Schachtschneider et al., 2017c), indicating large animal platforms 

can serve as predictable models of human therapeutic responses using PDD 

approaches (figure 1).  

Regarding the ethical responsibilities of conducting animal experiments (Perry, 

2007) and the three R’s paradigm (Reduce, Replace, and Refine) (Russell and 

Burch, 1959), the OCM provides an ideal platform capable of discretely inducting 

localized tumors that can be closely monitored to meet scientific goals while still 

minimizing the animal’s comorbidities and mortality.  

In addition to the OCM, other transgenic swine cancer models have been 

developed. They include the human familial adenomatous polyposis model in which 

the APC gene was inactivated by introduction of a premature termination codon 

through electroporation of linearized vector DNA into mesenchymal stem cells 

followed by SCNT. The animals carrying the APC1311 mutation develop polyps in the 

colon and rectum after one year (Flisikowska et al., 2012). In addition, two models 

utilizing TP53 mutations have been developed: a genetically modified pig expressing 

mutant TP53R167H, which develops lymphomas and osteogenic tumors in 

homozygous individuals (Sieren et al., 2014), and TP53 knockout pigs that develop 

spontaneous osteosarcomas in older heterozygous animals and multiple large 

osteosarcomas in 7 to 8-month-old homozygous pigs (Saalfrank et al., 2016). More 

recently, a genetic model of intestinal cancer was developed using a Flp-

recombinase inducible oncogene cassette containing KRASG12D, cMYC, and SV40LT 

in addition to a 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) activator cassette controlled by an 

intestinal epithelium tissue-specific promoter. Activation of the oncogene cassette in 

vivo resulted in a duodenal neuroendocrine carcinoma with a lymph node metastasis 

in the minipig (Callesen et al., 2017).   Finally, an attempt to develop a breast cancer 
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model was performed using a recombinant adeno-associated virus (rAAV) mediated 

BRCA1 knockout. Unfortunately, these animals died before they were able to 

demonstrate any relevant phenotypic changes (Luo et al., 2011). 

  

Future approaches 

We believe the use of porcine models in pre-clinical trials will increase the 

benefits of PDD. More punctually, the OCM could fulfill the needs of the 

pharmaceutical industry and academic researchers by providing a model more 

predictable of therapeutic responses in humans. These higher genetically defined 

swine cancer models have huge potential to serve as biomedical models in 

preclinical trials. Since the International Committee on Harmonization requires toxicity 

testing in two relevant animal species (FDA, 2010), these models can serve as 

translational models by testing the efficacy of new therapies that show promising 

results in small animal PDD screenings before moving to human clinical trials, 

ultimately decreasing the failure rates of clinical trials (figure 1).  In fact, although 

swine models are more expensive than rodents (table 1), the use of pigs as a second 

animal model in pre-clinical trials is cheaper than using non-human primates. It can 

also  provide a cost reduction in drug discovery by confirming the trial results before 

initiating a highly costly human clinical trial. 

Furthermore, we hypothesize that intravesical injection of AdCre in the OCM 

platform could result in tumor formation in the bladder (figure 1); resulting in a highly 

valuable bladder cancer model in which new compounds and immunotherapies such 

as recombinant BCG (a promising immunotherapeutic approach for bladder cancer 

(Begnini et al., 2015) could be tested. Our research group has tested the antitumoral 

activity of several compounds in bladder cancer cells lines using PDD approaches, 

including Brazilian red propolis (Begnini et al., 2014) and pyrazoline derivatives 

(Tessmann et al., 2017).  A suitable animal model platform such as the OCM would 

further advance in vivo testing of the most promising compounds selected in these 

previous studies. To this end, we are currently evaluating the ability of OCM cells to 

mimic human bladder cancer cell line responses to commercially available 

therapeutics in vitro. We believe that this work will confirm the important role that the 

OCM can play in PDD of cancer drugs.  
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Table 1.  Characteristics of murine and swine pre-clinical trial cancer models 

compared to humans. 

 Murine Humans Swine 

Size Small (around 3000 

times smaller than 

humans). 

Mouse average 

weight: 20 g. 

Large. 

Human average 

weight: 62 kg 

Large. 

Minipig average 

weight: 40 kg 

Metabolism 

(total Cyp450 

content) 

Two-fold higher 

compared to humans 

(Donato et al., 1999)  

Approximately 

300–450 pmol/ mg 

protein (Snawder 

and Lipscomb, 

2000)  

Comparable to 

humans (approx. 

300–450 pmol/ mg 

protein) (Burkina et 

al., 2017; Snawder 

and Lipscomb, 2000)  

Metabolism 

(Cyp3A4) 

Mouse Cyp3a11, 

Cyp3a16, Cyp3a41a, 

Cyp3a41b, and 

Cyp3a44 are less 

than 80% homologous 

to the human CYP3A4 

nucleotide sequence 

(Renaud et al., 2011) 

N/A Pig CYP3A22, 

CYP3A29, CYP3A39, 

and CYP3A46 are 

more than 80% 

homologous to the 

human CYP3A4 

nucleotide sequence 

(Puccinelli et al., 

2011)  

Cancer 

Genetics 

Telomerase activity is 

found in several 

mouse tissues 

(Chadeneau et al., 

1995); 

Telomerase 

expression is 

suppressed in 

most tissues (Kim 

et al., 1994); 

Telomerase 

expression is 

suppressed in most 

tissues (Pathak et al., 

2000); 

Drug 

Administration 

Routes include oral, 

intravenous (i.v.), 

intraperitorial (i.p.), 

intramuscular, 

intradermal, and 

intranasal, all of which 

require smaller 

volumes compared to 

Routes include 

oral, i.v., i.p., by 

inhalation, 

subcutaneous, 

intramuscular, 

epidural, dermal 

absorption, and 

transmucosal 

Routes include oral, 

i.v., i.p., by inhalation, 

subcutaneous, 

intramuscular, 

epidural, dermal 

absorption, and 

transmucosal - same 

routes and volumes 
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humans (Morton et 

al., 2001) 

as humans 

Costs ($ per 

animal) 

Mutant/genetically 

modified mice: +- $50-

$200; 

Wild-type mice: +- 

$75 

N/A Genetically modified 

swine: +- $ 1,725; 

Wild-type swine: +- 

$575   

Model 

development 

time 

Months N/A Months 
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Figure 1. Drug discovery in the Oncopig Bladder Cancer Model. A) Bladder Cancer 

PDD. B) Pre-clinical trials: in vivo drug testing in rodent model; C) Oncopig Bladder 

Cancer Model: intravesical AdCre injection activates expression of the mutated 

oncogenes (TP53R167H and KRASG12D), resulting in tumor formation. D) Pre-clinical 

trial II: In vivo drug testing in the Oncopig Bladder Cancer Model. D) Clinical trials. E) 

Drug selection. 


