Resumos nao-técnicos de projetos autorizados em 2014

Titulo do projeto

Trafico mitocondrial na doenca de
Alzheimer: revelando o papel do HUMMR

Duracdo do projeto

24 meses

Palavras-chave (max. 5)

doenca de Alzheimer, roedores, trafego
mitocondrial, infecdo com vetores lentivirais,
sobreexpressdo da proteina HUMMR

Fim/objetivo do projeto (de acordo com Art2
59)

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou

aplicada Sim

Uso regulamentar e producdo
de rotina

Proteccdo do ambiente
natural no interesse da saude
ou do bem-estar do homem
ou dos animais

Investigagdo  destinada a
conservacdo das espécies;

Ensino superior ou formacdo | Sim
para aquisicdo, manutencgao
ou melhoria das qualificacOes

profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutengao de coldnias de
animais geneticamente
alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

Este projeto tem como objetivo mostrar que
os defeitos mitocondriais associados a
doenga de Alzheimer se devem, pelo menos
em parte, a defeitos no trafego destes
organelos devido a diminuicdo dos niveis
e/ou atividade da proteina HUMMR. Desta
forma, esperamos mostrar que a
sobreexpressdao da proteina HUMMR
proteja a integridade das sinapses e dos
neurdnios evitando as alteracGes cognitivas
e de comportamento tipicas da doenca de
Alzheimer.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como poderia
a ciéncia avangar ou os seres humanos ou
outros animais poderiam beneficiar com o
projeto)?

Clarificar 1) os mecanismos subjacentes as
anomalias mitocondriais que caracterizam as
formas esporadicas e familiares da doenca
de Alzheimer; 2) se a proteina HUMMR é um
bom alvo terapéutico.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

18 murganhos nonTg e 45 murganhos
machos 3xTg-AD (C57BI/6 x 129Sv) machos.
Os murganhos 3xTg-AD serdo divididos em 3




grupos: 1) controlo, 2) infecdo com VL vazio
e 3) infe¢do com VLs que codificam HUMMR.

63 ratos Wistar machos (18 ratos controlo
(sham) e 45 ratos icvSTZ)

No contexto do que propGe fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecerd aos animais
no final da realiza¢do do projeto?

Grau de severidade moderado. No final da
realizacdo do projeto, os animais serdo
eutanasiados com sobredose anestésica e o
tecido cerebral (cértex e hipocampo) serd
removido para estudos posteriores.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar animais e
por que ndo pode usar alternativas nao-
animais

Os murganhos 3xTg-AD e os ratos icvSTZ sdo
modelos da doenga de Alzheimer do tipo
familiar e esporadico, respetivamente.
Embora a génese da doenca de Alzheimer do
tipo familiar e do tipo esporadico seja

distinta, ambos os tipos apresentam
alteragdes da fungdao mitocondrial numa fase
precocec da doenca. S3o modelos

experimentais imprescindiveis para avaliar a
eficdcia de novas estratégias ou abordagens
terapéuticas (por exemplo, os modelos
animais sao fundamentais para a avaliacdo
da aprendizagem e meméria, processos
altamente afetados na doenca de Alzheimer,

2.Reduction (Redugao)
Expligue como garantira que serdo utilizados
0s numeros minimos de animais

através de testes de comportamento
adequados).
Foi realizada uma power analysis para

0 numero minimo de animais
para haver  significancia

calcular
necessario
estatistica.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porqueo modelo(s) animal que serdo usados
sdo os mais refinados, tendo em conta os
objetivos. Explique as medidas gerais que
serdao tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

As cirurgias estereotaxicas serdo efetuadas
sob anestesia profunda [xilazina (10 ou
100mg/Kg)/cetamina (100mg/kg)].Apds a

cirurgia (p.c) todos os animais serdo
monitorizados 4x dia com colocacdo de
comida humida na cama. Os animais

receberdo analgésicos (i.p. fentalina 0.025
mg/Kg; de 8 em 8 horas nas 72h p.c),
aquecimento (24 horas p.c) e fluidoterapia
(12-12h na 72h p.c) (4). O peso dos animais
serd monitorizado e registado durante a
experiéncia. Os animais que apresentarem
uma perda de peso corporal superior a 20%
do seu peso inicial serdo eutanasiados com
sobredose anestésica.

, . Efeitos dos (endo)canabindides na
Titulo do projeto . s
decidualizacdo
Duracdo do projeto 5 anos




Palavras-chave (max. 5)

(endo)canabindides; decidualizagdo;

reproducao

Fim/objetivo do projeto (de acordo com | Investigacdo fundamental Sim | N3o

Arte 5¢) * Investigacdo translacional ou N
aplicada Néo
Uso regulamentar e producao Nao
de rotina
Protec¢do do ambiente natural Nao
no interesse da saude ou do
bem-estar do homem ou dos
animais
Investigacdo destinada a Nao
conservagao das espécies;
Ensino superior ou formacao Nao
para aquisicao, manuteng¢ao ou
melhoria das qualificagdes
profissionais
Inquéritos no dominio da ~

.. Nao

medicina legal
Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente
alterados
Estudo de novos mediadores no processo de
decidualizacao e placentacao,

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incoégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

particularmente o  envolvimento  dos
endocanabindides. Por outro lado, interessa
saber qual os efeitos resultantes de uma
desregulagdao dos niveis enddgenos destes
compostos nestes processos.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou o0s seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Compreensdao do potencial modulador dos
endocanabindides nos processos
reprodutivos, essencialmente a compreensao
de como os niveis de endocanabindides
afectam a decidualizacdo e desenvolvimento
da placenta. Assim, o seu conhecimento
permitira conhecer melhor alguns dos
processos fundamentais para o
estabelecimento de uma gravidez.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serao utilizados?

Wistar; Cerca de 80 animais/ano

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecera aos animais
no final da realiza¢do do projeto?

Ndo sdo esperados efeitos adversos dado os
procedimentos passarem pelo
estabelecimento de uma gravidez normal na
colheita de células para culturas primarias.
Grau ligeiro de severidade.

As  manipulagdes que envolvem a
administracdo de compostos (deciduoma e
efeitos no desenvolvimento da placenta) nado
devem revelar efeitos adversos dado se tratar
de compostos enddgenos e as doses serem
muito baixas (proximas das concentragdes




fisiolégicas previamente determinadas pelo
nosso grupo de investigacdo e publicadas).
Grau moderado de severidade.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar animais
e por que nao pode usar alternativas nao-
animais

Ja realizamos experiéncias preliminares em
células deciduais primdrias e recorremos
frequentemente a uma linha celular. No
entanto estamos a estudar os mecanismos de
sinalizagdo intracelular induzidos pelos
endocanabindides, assim necessitamos
terminar as culturas primarias. Por outro
lado, estes estudos revelaram resultados
promissores pelo que é relevante testar in
vivo de forma a verificar os efeitos dos

2.Reduction (Redugdo)
Explique como garantird que serdo
utilizados os niumeros minimos de animais

endocanabindides na complexidade do
microambiente uterino.
Foram realizados testes estatisticos por

forma a determinar o poder da amostra
relativamente ao numero de animais a testar
por grupo.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razado
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdao tomadas para minimizar os
custos de bem-estar (danos) aos animais.

Os ratos sdo escolhidos em detrimento de
outras espécies por apresentarem um tipo de
placentacdo (hemocorial) semelhante a
humana. Por outro lado, dada a variabilidade
genética dos ratos Wistar, estes mimetizam
melhor as variacbes observadas nos
humanos.

Todas as pessoas envolvidas no projeto e
manuseamento de animais estdo
devidamente certificadas e tém experiéncia e
conhecimento dos procedimentos e normas a
observar no manuseamento dos animais.

Titulo do projeto

Desenvolvimento pré-clinico de uma vacina
terapéutica e preventiva contra o virus da
hepatite C

Duracdo do projeto

2 anos

Palavras-chave (max. 5)

Vacinas, Hepatite C, Retrovirus, VLPs

Fim/objetivo do projeto (de acordo com Investigacdo fundamental Nao
Art? 59)
Investigacdo translacional ou aplicada | Sim
Uso regulamentar e produgao de Nao
rotina
Prote¢do do ambiente natural no Nao
interesse a saude ou do bem-estar do
homem ou dos animais
Investigacdo destinada a conservagao | Nao
das espécies;
Ensino superior ou formagdo para Nao




aquisicdo, manutencao ou melhoria
das qualificacdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina Nao
legal
Manutencdo de colénias de animais Nao

geneticamente alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

O objectivo final deste projeto é contribuir
para o desenvolvimento de uma vacina contra
o virus da Hepatite C. Atualmente ndo existe
vacina contra este virus que infeta mais de
700 milhdes de pessoas em todo o mundo.

Quais sdao os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou o0s seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Este projeto pode contribuir para o
desenvolvimento de uma vacina Unica no
mundo e com potencial para ser usada em
paises desenvolvidos, subdesenvolvidos ou
em vias de desenvolvimento.

A espécie de animais a usar é Mus musculus,
prevé-se um uso de 5 animais por grupo de
estudo o que significa um total de 25 animais
por experiéncia. Estes nimeros ja incluem os
animais teste e controlo.

No contexto do que propbe fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecera aos animais
no final da realiza¢do do projeto?

No final de cada experiéncia todos os animais
serdo sacrificados de acordo com as melhores
praticas de manipulacdo e experimentacdo
animal, com recurso a anestesia e
deslocamento cervical. Durante o periodo
experimental prevé-se que os efeitos adversos
sejam minimos uma vez que a vacina que sera
administrada ndo possui qualquer agente
infecioso. A vacina a ser testada é composta
por particulas semelhantes a virus que nao
possuem qualquer material genético na sua
composi¢cdao, ou em outro caso por um vector
viral ndo replicativo.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituigado)

Refira a razdo porque precisa usar animais
e por que ndo pode usar alternativas ndo-
animais

Até ao momento a ciéncia ainda ndo
desenvolveu nenhum método in vitro ou in
silico capaz de simular o
comportamento/resposta imunitdria gerada
por um organismo vivo.

2.Reduction (Redugdo)
Explique como garantira que serdo
utilizados os nimeros minimos de animais

O numero de animais previsto por grupo
experimental é 5. Este é o numero adequado
para gerar resultados com significado
estatisticos vdlidos eliminando assim a
necessidade de repetir a experiéncia. Este
numero de animais é ainda adequado para
garantir a validade da experiéncia caso algum
animal venha a falecer por questdes externas
a experiéncia, mais uma vez eliminando a
necessidade de repeticdao do procedimento.




3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para minimizar
aos

os custos de bem-estar (danos)

animais.

A andlise da eficiéncia de uma vacina é tanto
mais precisa quanto mais préxima a relagdo
entre o modelo de estudo e o organismo alvo
final. O estudo do virus da Hepatite C tem
como principal desvantagem o facto de este
agente infetar apenas humanos e chimpanzés.
Assim, considera-se o murganho como o
modelo animal adequado por se tratar
também ele de um mamifero. Este modelo é
por si sé6 um refinamento porque é um
organismo mais simples. De notar que
nenhum animal serad sujeito a infecdo por
parte de nenhum virus selvagem ou
manipulado.

Titulo do projeto

Caracterizacdo da atividade eferente do sistema
nervoso simpatico na resisténcia a insulina
induzida pelos corpos carotideos

Duracdo do projeto

12 meses

Palavras-chave (max. 5)

Sistema nervoso simpatico, corpo carotideo,
microneurografia, resisténcia a insulina

Fim/objetivo do projeto (de acordo com Arte
59)

Investigacdo fundamental Nao
Investigacdo translacional ou aplicada Sim
Uso regulamentar e producdo de rotina | Nao
Proteccdo do ambiente natural no | Ndo
interesse da saude ou do bem-estar do
homem ou dos animais

Investigacdo destinada a conservacdo | Nao
das espécies;

Ensino superior ou formagdo para | Ndo
aquisicdo, manutencdo ou melhoria das
qualificagGes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal | Nao
Manutencdo de coldnias de animais | Ndo
geneticamente alterados

Descreva os Obijetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

Este projeto tem como objectivo geral clarificar
as vias autondmicas envolvidas na resisténcia a
insulina causada pela sobreativagdo dos corpos
carotideos (CB), nomeadamente:

1. Avaliar a atividade nervosa autondmica em

modelos animais de resisténcia a insulina
induzida por dietas hipercaléricas
2. Avaliar alteragdes na atividade nervosa

autondmica em modelos animais de resisténcia a
insulina induzida por dietas hipercaldricas apds
desnervagao crénica do nervo do seio carotideo




Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projecto)?

Acreditamos que este trabalho ird demonstrar
gue os corpos carotideos controlam a acdo
periférica da insulina modulando regionalmente
eferentes simpdaticos responsdveis pelas respostas
vasoconstritoras no musculo. Os resultados
obtidos contribuirdo para mapear o circuito
neural induzido pelo consumo crénico de dietas

hipercaldricas que é iniciado nos corpos
carotideos culminando na sobre ativacdo
simpdtica no musculo e desencadeando a

resisténcia a insulina. Acreditamos que o
conhecimento destas vias eferentes podera ser
fundamental para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas na drea das doencas
metabdlicas humanas.

numeros
serao

Que espécies animais e
aproximados de animais
utilizados?

Serdo utilizados 70 ratos Wistar.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecerd aos
animais no final da realizacdo do
projecto?

Ndo se esperam efeitos adversos uma vez que a
maior parte das experiéncias sdo experiéncias de
ndo recuperacdo. Esperas grau de severidade

ligeiro durante a realizacdo da avaliagdo
metabdlica e moderado no periodo de
recuperacdo do procedimento cirdrgico sob

anestesia e analgesia adequada.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que n3ao pode usar
alternativas ndo-animais

Os outcomes que se pretendem medir sao

atividade nervosa, frequéncia cardiaca e
sensibilidade a insulina, em resposta a
manipulagdo cirdrgica de um nervo. Estas

varidveis nao sdo passiveis de serem medidas em
modelos alternativos a experimentagdo animal.

2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Utilizamos assim o método do coeficiente de
variagdo para estimar o ndmero de animais a
utilizar por grupo (no nosso caso 10 animais por
grupo teste) definindo como diferengca minima
que desejamos encontrar um valor de 20%; que a
populagdo em estudo tem um coeficiente de
variacdo antecipado de 10% e que o nivel de
significancia deve ser inferior a 5%.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos. Explique
as medidas gerais que serdao tomadas
para minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

O rato Wistar tem sido amplamente utilizado em
estudos metabdlicos, especialmente em
experiéncias relacionadas com doengas
metabdlicas induzidas por ditas hipercaldricas.
Com o desenho experimental que elaboramos,
andlise estatistica e extensa revisdo da literatura
que realizdmos, acreditamos que vamos obter
dados originais, com elevada aplicabilidade no
desenvolvimento de novas terapias no homem e
evitar duplicacdo desnecessaria de estudos. As
técnicas de refinamento visam, para além de




pos

reduzir o nUmero de animais utilizados, minimizar
gualquer dor, sofrimento ou angulstia em animais.
Consideramos que o uso de anestesia e analgesia
-operatdria, a fim de minimizar qualquer dor e
angustia causada por procedimentos cirurgicos é
também uma técnica de refinamento utilizada no
nosso projeto.

Titulo do projeto

A sabedoria do faminto: modulagdo por
grelina da neurogénese e da sua relacao com
a memoria

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

Duracao do projeto 1ano
Palavras-chave (max. 5) G’relina, me_mo'ria, neurogenesis, dieta,
células estaminais
Fim/objetivo do projeto (de acordo com Art9nvestigacdo fundamental Sim
59) Investigacdo translacional ou ~
. Nao
aplicada
Uso regulamentar e producdo Nao
de rotina
Protec¢do do ambiente natural Nao
no interesse da saude ou do
bem-estar do homem ou dos
nimais
Investigacdo  destinada  a Nao
conservagao das espécies;
Ensino superior ou formacgdo Nao
para aquisicdo, manutencdo ou
melhoria das qualificacGes
profissionais
Inquéritos no dominio da ~
. Nao
medicina legal
Manuten¢ao de coldénias de Nao
animais geneticamente
blterados
Existe uma relagdo entre os habitos

dietéticos, a fun¢do cognitiva e o risco de
padecer doencas neurodegenerativas, como
a doenca de Alzheimer. De modo a
compreender esta relacdao e contribuir para
impedir/atenuar a deterioracdo cognitiva em
doengas neurodegenerativas, neste projecto
iremos estudar os efeitos da grelina e do seu
recetor (que regulam e sdo regulados pelo
consumo alimentar) na producdo de novos
neurdnios, na formagdo de sinapses e na
memdria.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como poderia
a ciéncia avangar ou os seres humanos ou

O nosso projeto ird fornecer novas
evidéncias sobre o papel do sistema de
grelina na modula¢do da neurogénese adulta




outros animais poderiam beneficiar com o
projeto)?

e sobre a relacdo entre a dieta e a
aprendizagem/memoria.  Este  trabalho
poderd ser o ponto de partida para o
desenvolvimento de outros projetos para
analisar o potencial terapéutico do sistema
da grelina em doencgas neurodegenerativas.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Propomos utilizar 80 murganhos C57BI/6
adultos e 380 neonatos no total das
experiéncias propostas durante um ano.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sao os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecerd aos
animais no final da realizacdo do projeto?

Dois tipos distintos de procedimentos serdo
utilizados no decorrer deste projecto, sendo
que o primeiro procedimento, que serd
realizado em neonatos, (procedimento
terminal para colheita de  células
neuroprogenitoras) é de ndo recuperagéo e o
segundo procedimento  (procedimento
experimental de administracdo intracranial
de vectores virais e intraperitoneal de BrdU)
é de severidade moderada.

No final do projecto os animais serdo
eutanasiados por decapitacdo, no caso de
animais neonatos, ou por sobredose
anestésica, no caso de animais adultos.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituigado)

Refira a razdo por que precisa usar animais e
por que ndo pode usar alternativas ndo-
animais

No humano, estudos com esta abordagem
sdo considerados invasivos e como tal é
essencial a utilizagdo de animais. De facto, os
modelos animais representam o Unico
sistema disponivel para estudar o sistema
neuroenddcrino, dada a sua complexidade e
auséncia de modelos de substituicdo que
permitam estudar este sistema in vitro.

Neste projeto tentaremos substituir sempre
gue possivel as experiéncias in vivo por
testes em culturas primarias de células
neuroprogenitoras provenientes de animais.

2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de animais

O numero de animais necessarios para estes
estudos foi calculado através da utilizagao de
“power analysis” tendo em conta a
necessidade de significancia estatistica e
outros estudos semelhantes realizados
anteriormente.

Além disso, a estratégia de administracdo
viral dupla permite uma redugao significativa
do ndmero final de animais.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo

Os murganhos sdao uma das espécies mais
utilizadas como modelos de doengas
neurodegenerativas. Além disso, existe




porque o modelo(s)animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdao tomadas para minimizar os
custos de bem-estar (danos) aos animais.

experiéncia prévia na manipulagdo cirurgica
destes animais por parte do utilizador. O
bem-estar animal serd controlado
diariamente, através da avaliacdo do
comportamento, do peso e do estado da
sutura dos animais. Se o0s animais
apresentem sinais de dor apds a cirurgia,
serd administrado um analgésico. Animais
que apresentem perda de peso superior a
10% do peso inicial receberdo fluidoterapia e
animais que apresentarem perda de peso
superior a 20% do peso inicial ou abertura da
sutura de modo permanente serdo
eutanasiados com sobredosagem anestésica.
Os animais terdo alimento e agua ad libitum,
em ciclos de 12 h de luz, num espaco a 22 @
C, com 55% de humidade e serdo mantidos
em grupos num ambiente enriquecido de
modo a reduzir o stress.

Titulo do projeto

Comunicacdo Notch - Wnt na regulacdo do
desenvolvimento embriondrio pré-implantacao

Duracdo do projeto

12 meses

Palavras-chave (max. 5)

Embrido, Notch, Wnt, desenvolvimento

Fim/objetivo do projeto (de acordo com

Art2 59)

Investigacdo fundamental Sim

Investigagdo translacional ou N3o

aplicada

Uso regulamentar e produgao Nao

de rotina

Protec¢do do ambiente natural Nao

no interesse da saude ou do

bem-estar do homem ou dos

animais

Investigacao destinada a Nao

conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacgao Nao

para aquisicdo, manuteng¢do ou

melhoria das qualificagOes

profissionais

Inquéritos no dominio da ~
. Nao

medicina legal

Manutengao de coldnias de Nao

animais geneticamente

alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

Este projecto tem por objectivo o estudo do
papel de vias moleculares de sinalizacdo que
potencialmente regulam o desenvolvimento




do embrido na pré-implantagdo e aquisicdo de
competéncia do blastocisto para implantar in
vivo e estabelecer uma gestacdo de termo.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou o0s seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

O conhecimento dos mecanismos celulares e
moleculares que regulam o desenvolvimento
embriondrio pré-implantacdo em mamiferos é
ainda  fragmentario e frequentemente
controverso. Este projecto constitui uma
novidade cientifica e podera clarificar o papel
da via Notch e da comunicacdo entre Notch e a
via Wnt no desenvolvimento embrionario pré-
implantacdo. Adicionalmente, o projecto tem
podera contribuir para a elucidacdo da
participacdo destas vias na comunicagdo
embrio-materna que leva ao estabelecimento
da gestacdo. O decifrar destes mecanismos
teria um impacto significativo no controlo da
fertiidade humana e animal, e no
melhoramento das taxas de sucesso das
tecnologias de reproducdo assistida.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

O projecto envolve a utilizacdo de fémeas de
murganho CD1 (estirpe selvagem). Prevé-se a
utilizacdo de um ndmero total de 55 animais
(30 na tarefa 1 e 25 na tarefa 2).

No contexto do que vocé propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecera aos animais
no final da realizacdo do projeto?

Severidade de procedimentos:
Injeccdes intraperitoniais- ligeiro
Injecgdes subcutaneas- ligeiro

Protocolo para obtencdo de embrides de
murganho (post-mortem)- Ndo recuperagao

Transferéncia de embriGes para fémeas
receptoras pseudo-gestantes- Moderado

Os animais
eutanasiados
experiéncia.

utilizados no projecto serdao
durante ou no fim da

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo)

Refira a razdo por que precisa usar animais
e por que ndo pode usar alternativas ndo-
animais

Este projecto contempla o estudo do papel de
vias de sinalizagdo no desenvolvimento
embrionario pré-implanta¢do, na implantagdo
e desenvolvimento posterior com o objectivo
de elucidagdo destes mecanismos na espécie
humana e animal (animais de produgdo). Estes
mecanismos de reproducdo sé poderdo ser
estudados numa espécie animal.




2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de animais

No projecto foram contempladas experiéncias
com embrides de bovino produzidos por
fertilizacdo in vitro de odcitos obtidos de
ovarios recolhidos no matadouro. Estas
experiéncias in vitro com embrides de bovino
nao envolvem experimentagdo animal e vao
ser usadas para optimizar todos os
procedimentos experimentais a testar na
cultura de embrides de murganho recolhidos
de fémeas superovuladas. Desta forma, reduz-
se significativamente o numero de animais
para a recolha de embrides, uma vez que as
optimizacGes da metodologia (incluindo as
doses dos bloqueadores a testar) serdo
efectuadas primeiramente com embrides de
bovino produzidos in vitro.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdao tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

O murganho é um bom modelo animal para as
experiéncias delineadas porque tem
fisiologicamente um tempo de gestacdo
relativamente curto (18-21 dias) e uma boa
prolificidade, permitindo a transferéncia de
varios embrides para uma mesma receptora.
Adicionalmente, o nosso grupo de trabalho ja
tem experiéncia de trabalho com esta espécie,
o que torna o acompanhamento das
experiéncias mais simples e eficaz.

Todos os procedimentos invasivos induzidos
aos animais descritos como é o caso da recolha
de embrides e transferéncia para fémeas
receptoras, sdo acompanhados por métodos
de anestesia e/ou analgesia.

Titulo do projeto

Manutengao e reprodugdao de murganhos
transgénicos K14HPV16

Duracdo do projeto 3 anos
Palavras-chave (max. 5) HPV-16, carcinogénese, anti-neoplasicos
Fim/objetivo do projeto (de acordo com | Investigacdo fundamental Sim

Art2 59)

Investigacao translacional ou

aplicada Sim

Uso regulamentar e producgdo | Sim
de rotina

Protec¢do do ambiente natural Nao
no interesse da saude ou do
bem-estar do homem ou dos
animais

Investigacao destinada a Nao
conservacgao das espécies;




Ensino superior ou formacgdao | Sim

para aquisicao, manutengao ou

melhoria das qualificacbes
profissionais

Inquéritos no dominio da N3o
medicina legal

Manutencdo de coldnias de | Sim
animais geneticamente

alterados 2

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

1: Desenvolvimento de métodos nao-invasivos
para monitorizar a progressao tumoral induzida
pelo HPV-16.

2: Estudo das interac¢bes do HPV-16 com
agentes quimicos de origem natural.

3: Desenvolvimento de estratégias nutricionais
preventivas.

4: Desenvolvimento de estratégias
quimioterapéuticas.
5: Desenvolvimento de estratégias

fototerapéuticas.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Ds resultados deste projecto deverdo permitir
rompreender a interaccdo dos papilomavirus
Com agentes cancerigenos quimicos no processo
e carcinogénese, bem como desenvolver novas
pstratégias para a prevencdo, diagndstico, e
tratamento das lesdes induzidas, no Homem e
ho gado bovino.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Mus musculus, 130 animais

No contexto do que propbe fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecera aos
animais no final da realizacao do projeto?

Os animais desenvolvem um prurido cutaneo
moderado mas generalizado, bem como
sintomas associados a progressdao tumoral
(perda de condicdo corporal em fases
avancadas). No final do projecto, os animais
serdo eutanasiados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdao por que precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

Os métodos in vitro para estudar os efeitos do
HPV-16 em tecidos epiteliais, através da
preparacdo de culturas celulares organotipicas,
ndo permitem avaliar o efeito das vias ligadas a
inflamacdo e a reacg¢do imunoldgica, como é
nosso objectivo. De facto, este tipo de analise
s6 pode ser realizado num sistema organico
completo - um animal - dotado de todos os

Orgaos ligados a imunidade.




2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantird que serdao
utilizados os nimeros minimos de animais

A penetrdncia dos oncogenes estudados é de
80%, pelo que em cada grupo experimental
esperamos obter carcinomas epidermoides
invasores em 8 de cada 10 animais
transgénicos. Este numero permite realizar
testes estatisticos (andlises de varidncia, testes
t, de qui-quadrado) de modo a obter resultados
significativos.  Estes numeros  permitem
também prevenir a possibilidade de alguns
animais serem sacrificados durante os
procedimentos experimentais, garantindo que
estes ndo tém de ser repetidos, com
sofrimento adicional para mais animais.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razao
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serao tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

Os métodos in vitro para estudar os efeitos do
HPV-16 em tecidos epiteliais, através da
preparacdo de culturas celulares organotipicas,
nao permitem avaliar o efeito das vias ligadas a
inflamacdo e a reac¢do imunoldgica, como é
nosso objectivo. De facto, este tipo de analise
s6 pode ser realizado num sistema organico
completo - um animal - dotado de todos os
Orgdos ligados a imunidade. Por outro lado, sé
existem estirpes transgénicas portadoras dos
oncogenes do HPV-16 obtidas a partir de Mus
musculus e ndo de outras espécies animais. O
fendtipo desenvolvido por estes animais nao
exija cuidados especiais. A primeira tarefa
consiste no desenvolvimento de um método
inovador ndo-invasivo, que se destina a evitar a
realizagdo de bidpsias cutaneas nestes animais.
A implementagdo deste tipo de metodologia
representa um refinamento substancial,
aplicavel ndo so a este projecto mas a toda esta
area cientifica.

Titulo do projeto

Estudo da carcinogénese quimica do urotélio
do murganho em resposta a diferentes

terapéuticas (farmacolégicas e nao
farmacoldgicas)
Duracdo do projeto 20 semanas
Palavras-chave (max. 5) Bexiga, cancro, tratamento
Fim/objetivo do projeto (de acordo com Art9finvestigacdo fundamental Sim
59)
Investigacdo translacional ou| _.
. Sim
Qplicada
Uso regulamentar e produgao de N3o
rotina




Protecdo do ambiente natural no| Sim
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais

Investigacao destinada a Nao
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formagdo para Nao
dquisicdo, manutencdo ou melhoria
das qualificacbes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina

Nao
legal

Manutencdo de coldnias de animais N3do
seneticamente alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

Estudar o efeito do exercicio fisico na
disfuncdo cardiaca associada ao cancro e o
efeito terapéutico de um farmaco anti-
inflamatorio.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou 0s seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Aproximadamente 3 milhdes de novos casos
de cancro foram diagnosticados na Europa em
2006, um numero que se prevé aumentar em
consequéncia do  envelhecimento da
populagdo. A disfun¢do cardiaca foi
recentemente sugerida como uma
morbilidade, geralmente subestimada,
associada ao cancro e parece ocorrer em
paralelo com a caquexia. No sentido de
contrariar esta  tendéncia, tem sido
aconselhada a ado¢do de comportamentos
saudaveis como a pratica de exercicio fisico.
Efetivamente, o exercicio fisico tem sido
sugerido como uma estratégia terapéutica em
doentes com insuficiéncia cardiaca, com
efeitos positivos na funcdo cardiaca,
contrariando a remodela¢cdo mal adaptativa e
a perda de massa muscular esquelética
associada a esta doenga. No entanto, o efeito
do exercicio fisico na disfuncdo cardiaca
associada ao cancro nunca foi estudado. O
carcinoma invasor da bexiga caracteriza-se
pela presenca de um infiltrado de células
inflamatdrias abundante, sabe-se que estas
secretam fatores que interferem no
crescimento dos tumores e na sua
malignidade, a utilizacdo de farmacos anti-
inflamatdrios podera vir a ser uma realidade
no controlo da progressao do cancro da bexiga
em humanos e animais de companhia.




Antevemos a justificacdo da recomendacdo da
pratica de exercicio fisico a doentes
oncolégicos como terapia complementar para
proteger a funcdo cardiaca e uma possivel
nova abordagem terapéutica no controlo desta
doenga.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

56

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecerd aos animais
no final da realizacdo do projeto?

O grau esperado de severidade é moderado.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar animais
e por que ndo pode usar alternativas nao-
animais

Porque para estudar a interferéncia do
exercicio fisico na caquexia muscular cardiaca
induzida pelo cancro da bexiga e avaliar a
interferéncia de um farmaco na progressao da
doenca, necessitamos de um animal que tenha
0 orgdo alvo (bexiga), que desenvolva lesGes
histolégicas semelhantes as lesGes
identificadas no Homem e que desenvolva
associado ao desenvolvimento tumoral
caquexia muscular, para além disso também é
necessario que aprenda a realizar exercicio
fisico em tapete rolante; com base nestas
premissas s6 temos uma espécie disponivel: o
murganho.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantira que serdo
utilizados os nimeros minimos de animais

O nlmero de animais que utilizamos é o
minimo para garantir a futura analise dos
resultados, tem em consideragdo a taxa de
mortalidade associada a este tipo de trabalho
experimental, conhecimentos ja adquiridos
pela nossa equipa anteriormente.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

A razdo da escolha da espécie baseia-se no
espectro de lesdes uroteliais desenvolvidas
pelos animais, quando expostos ao agente
carcinogénico N-butil-N-(4-hidroxibutil)
nitrosamina, ser semelhante as lesdes
uroteliais identificadas no Homem, isto §é,
carcinoma invasor da bexiga.

O numero de animais colocado por gaiola serd
em func¢do da dimensdo da mesma e do seu
bem-estar; serd colocado material para os
animais fazerem ninhos, serd colocado
material para os animais se poderem




esconder.

Titulo do projeto

Pré-Condicionamento de células
mesenquimatosas da matriz do cordao
umbilical (UCX®) como forma de incrementar a
poténcia terapéutica para a artrite reumatdide

Duragao do projeto 12 meses
Células estaminais mesenquimatosas
Palavras-chave (max. 5) umbilicais; Hipdxia; Culturas celulares 3D;
Artrite reumatodide
Fim/objetivo do projeto (de acordo com | Investiga¢do fundamental Nao
Arte 59)
Investigacdo translacional ou Sim
aplicada
Uso regulamentar e produgao de Nao
rotina
Protec¢do do ambiente natural Nao
no interesse da salude ou do
bem-estar do homem ou dos
animais
Investigagdo destinada a Nao
conservacgao das espécies;
Ensino superior ou formacgao Nao
para aquisicdo, manutencdao ou
melhoria  das  qualificacGes
profissionais
Inquéritos no dominio da N
. Nao
medicina legal
Manutencdao de coldnias de Nao
animais geneticamente
alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

Aumentar a poténcia terapéutica de células
mesenquimatosas da matriz do cordao
umbilical (UCX®) através da sua manutengdo em
culturas sob o efeito de hipdxia e em culturas
3D em agregados e verificar se as UCX®
condicionadas (PRIMED-UCX) sdo capazes de
confirmar o aumento das suas potencialidades
terapéuticas paracrinas

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como

As actuais abordagens terapéuticas bioldgicas
para a Artrite Reumatdide (AR) tém elevados




poderia a ciéncia avancar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

custos para o utente final, ndo sdo desprovidas
de efeitos secundarios graves e nenhum dos
agentes mais comumente utilizados se revelou,
a longo prazo, eficaz na remissao sintomatica na
auséncia de farmacos. Os doentes com AR
poderiam, assim, num futuro préximo,
beneficiar de uma nova abordagem terapéutica
se fosse possivel demonstrar que as PRIMED-
UCX se podem constituir como um ATMP para o
tratamento da AR.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

150 ratos Wistar

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdao os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecerd aos
animais no final da realizacdo do projeto?

O modelo utilizado tem por base o
desenvolvimento de poliartrite envolvendo
inflamagao periarticular. Assim sendo, é de
esperar um grau moderado de perturbacdo no
animal. Embora ndo previsto, em caso de ser
necessario accionar end-points humanitarios
gue levem ao sacrificio de animais, a eutanasia
sera efectuada por inalacdo de CO,, de acordo
com o Anexo Il do n.2 3 do artigo 6 do Decreto-
Lei 113/2013 de 7 de Agosto. No final da
realizacdo da experiéncia os animais serdo
sacrificados através de inalacdo de CO..

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituigado)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

Os ensaios pré-clinicos s6 podem ser realizados
em animais.

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantird que serdo
utilizados o0s numeros minimos de
animais

A garantia da utilizacdo do nimero minimo de
animais decorre da planificagdo das
experiéncias e dos conhecimentos técnicos
adquiridos pela equipa do projecto
relativamente ao modelo em questao.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porque o modelo(s) animal que serdao
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

Os ratos Wistar machos, com 4 meses de idade,
mostraram reunir as melhores condi¢gdes como
espécie e estirpe susceptivel ao
desenvolvimento de poliartrite, de forma
reprodutivel e com identificacdo clara das fases
da doenga, como descrito em publicagdo da
equipa do projecto. A indugdo da doenga requer
imobilizagcdo da pata direita e serd feita com
recurso a anestesia de curta duragdao, por
inalagdo de isoflurano, de forma a evitar
situacdes de sofrimento animal e garantir ao
operador a maior qualidade no processo de




inducdo.

Titulo do projeto

PROFISH — Triagem de novos probidticos do
microbiota do robalo Europeu (Dicentrarchus
labrax) capazes de melhorar a utilizagdo de
matérias-primas vegetais

Duracao do projeto

1 Ano

Palavras-chave (max. 5)

Probiéticos; Microbiota intestinal,
Polissacarideos ndo amildceos; Robalo Europeu

Fim/objetivo do projeto (de acordo com
Art2 59)

Investigacao fundamental N3o

Investigacdo translacional ou Sim

aplicada

Uso regulamentar e producdo de Nao

rotina

Protec¢do do ambiente natural | Sim

no interesse da saude ou do

bem-estar do homem ou dos

animais

Investigacdo destinada a Nao

conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacao Nao

para aquisicdo, manutencdao ou

melhoria  das  qualificacGes

profissionais

Inquéritos no dominio da ~
. Nao

medicina legal

Manutencdo de coldnias de Nao

animais geneticamente

alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incoégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc.)

Isolar, identificar e caracterizar bactérias do
trato gastrointestinal do robalo europeu
produtoras de enzimas extracelulares capazes
de hidrolisar os NSP.

Determinar o seu potencial como probidticos
para uso em aquacultura.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Desenvolvimento sustentavel da industria da
aquacultura.

Melhorar a saude e bem-estar animal.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Robalo Europeu (Dicentrarchus labrax)

240 animais

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdao os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de

Durante a realizacdo do ensaio experimental o
grau de severidade sera nulo.




severidade? O que acontecerda aos
animais no final da realizacdo do projeto?

No final do ensaio experimental os peixes serao
abatidos.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que n3do pode usar
alternativas ndo-animais

O objetivo do trabalho ndo pode ser alcangado
sem o uso de animais.

2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantira que serao
utilizados o0s numeros minimos de
animais

O cdlculo do numero de animais a utilizar foi
realizado com base na andlise estatistica e
tendo em conta o bem-estar dos animais
durante o ensaio.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razao
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

O robalo Europeu foi a espécie escolhida para
este estudo devido a sua importancia na
aquacultura mediterranica.

Durante o ensaio todas as condicbes
(alimentacdo e parametros da agua de cultivo)
serdo controladas de forma a minorar o stresse
dos animais.

No final do ensaio os peixes serdo mortos por
dose letal de anestésico de forma a minimizar o
sofrimento animal.

Titulo do projeto

Duracao do projeto

Palavras-chave (max. 5)

Fim/objetivo do projeto (de acordo com Art9finvestiga¢do fundamental

59)

Alvejamento duplo de Tumores EGFR positivos
6 meses
EGFR; imagiologia molecular ; Tirosina cinase;
Factor de crescimento epidérmico humano
Nao
Investigacdo translacional ou Sim
aplicada
Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina
Protecdo do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-
lestar do homem ou dos animais
Investigacao destinada a N3o
conservagao das espécies;
Ensino superior ou formacgdo N3o
para aquisicdo, manutencao ou
melhoria das  qualificagdes




profissionais

Inquéritos no dominio da ~
. Nao

medicina legal

Manutengdo de coldnias de Nao

nimais geneticamente alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

Avaliacgdo em ratinho da farmacocinética,
estabilidade in vivo e da capacidade de
deteccdo tumoral de novos complexos-*/%*Ga
para deteccao de tumores EGFR positivos.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou o0s seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Pretende-se obter informacdo sobre uma nova
estratégia de imagiologia molecular para
avaliar a expressao de recetores do EGF a nivel
tumoral de modo a seleccionar a terapéutica
mais adequada a cada doente com tumores
EGFR positivos.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

60 ratinhos Balb C

60 ratinhos Balb C nude

No contexto do que propbe fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecera aos animais
no final da realizagdo do projecto?

Grau de severidade — ligeiro

No decorrer da experiéncia os animais serdo
sacrificados com excesso de anestésico ou
deslocacdo cervical.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar animais
e por que nao pode usar alternativas nao-
animais

A caracterizagdo dos perfis e estabilidade
radioquimica e bioldgica dos novos complexos
serd sempre efectuada por métodos
alternativos ndo  animais mas  essa
caracterizagdo pré-clinica requer estudos em
modelos animais para avaliar do potencial
interesse clinico. Contudo cada grupo de
animais terd um nimero minimo que permita
a correlacdo dos resultados euma anadlise
fidedigna.

2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantira que serdo
utilizados os nimeros minimos de animais

Para reduzir o nimero de animais todos os
compostos a estudar serdo previamente
avaliados por modelos in vitro e em linhas
celulares. S6 os compostos com perfil mais
adequado prosseguirdo para ensaios em
ratinho.

3.Refinement (Refinamento)

A escolha da espécie animal relaciona-se com
a experiéncia anterior dos investigadores;




Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

condicbes do nosso biotério e do laboratdrio
de experimentacdo animal de compostos
radioactivos; possibilidade de correlacionar os
nossos resultados com compostos de natureza
semelhante referidos na literatura e com a
necessidade de inocular células tumorais de
origem humana.

O bem estar dos animais serd assegurado pelo
cumprimento das condicbes de
manuseamento e alojamento dos animais
definidos no nosso regulamento. Para além
disso os ensaios sdo ensaios agudos e a
quantidade de composto a administrar é
muito baixa (da ordem de 10°M n3o sendo
expectdvel o aparecimento de efeitos
adversos.

Titulo do projeto

Exercicio fisico na Doenga de Parkinson:
modulacdo da funcdo dos receptores dos
produtos de glicacdo avancada

Duracdo do projeto

12 meses

Palavras-chave (max. 5)

Doenca de Parkinson, Exercico Fisico,
Receptores dos produtos de glicacdo avancada
(RAGE), receptores Toll-4 (TLR-4)

Fim/objetivo do projeto
(de acordo com Art2 59)

Investigagdao fundamental

Investiga¢do translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e
producao de rotina

Protecdo do ambiente
natural no interesse da
saude ou do bem-estar do
homem ou dos animais

Investigacdo destinada a
conservacgao das espécies

Ensino superior ou formacdo
para aquisicdo, manutencao
ou melhoria das
qualificagGes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutencdo de coldnias de
animais geneticamente
alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

Propomos identificar um alvo terapéutico
(eixo RAGE/TLR4) bem como propor uma
estratégia ndo farmacoldgica na Doenca de
Parkinson.

Quais sdo os potenciais beneficios que

Este projecto tem valor translacional visto que




possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou o0s seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

vai permitir identificar um alvo terapéutico
bem como uma estratégia que permitird
atenuar a neurodegenerescéncia na Doenga
de Parkinson.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

54 Ratos wistar (machos)

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecerd aos animais
no final da realizacdo do projeto?

Neste projecto, usaremos uma toxina
dopaminérgica que reproduz em rato um
estadio precoce da Doenca de Parkinson
incluindo altera¢cdes motoras e ndo motoras.
O grau provavel de severidade é moderado.
No final da realizacdo do projecto os animais
serdo eutanasiados por decapitacdo sob
anestesia ou anestesia +  perfusdo,
dependentemente da técnica para a qual serd
utilizado o cérebro a ser removido.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo). Refira a
razao por que precisa usar animais e por
gque ndo pode usar alternativas nao-
animais

Ensaios in vitro ja demonstraram o papel de
MRAGE na morte de neurdnios
dopaminérgicos. Nesta fase é necessdrio a
utilizacdo de animais para podermos
mimetizar o fendtipo comportamental e
neuroquimico da Doenca de Parkinson.
Acresce ainda que vamos propor o exercicio
fisico como estratégia ndo farmacoldgica na
Doenca de Parkinson.

2.Reduction (Reducgdo). Explique como
garantird que serdo utilizados os nimeros
minimos de animais

O numero de animais alocados a cada tarefa é
o minimo descrito para a obtencdo de
resultados estatisticamente significativos.

3.Refinement (Refinamento). Explique a
escolha da(s) espécie e a razdo porque o
modelo(s) animal que serdo usados sdo os
mais refinados, tendo em conta os
objetivos. Explique as medidas gerais que
serdo tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

Os animais serao aclimatizados,
acondicionados em ambiente controlado e
manipulados por pessoal qualificado. E
reconhecido que os procedimentos propostos
induzem um nivel de stress moderado nos
animais. Assim, 0s animais serao
monitorizados de acordo com uma escala de

“humane endpoints” previamente
estabelecidos  (e.g. peso, hidratacao,
comportamento inato). Um protocolo de

anestesia serd adotado nos procedimentos
invasivos e no momento de eutanasia.

Titulo do projeto

Acoplamento da progressao da aterosclerose e
disturbios dsseos na artrite reumatdide

Duracao do projeto

2 anos e meio

Palavras-chave (max. 5)

Inflamacgao; Aterosclerose, Osteoporose

Fim/objetivo do projeto (de acordo com

Investigacdo fundamental Nao




Arte 59)

Investigacdo  translacional

ou aplicada Sim

Uso regulamentar e Nao

producdo de rotina

Proteccdo do ambiente Nao
natural no interesse da
saude ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacdo destinada a Nao

conservacao das espécies;

Ensino superior ou
formagdao para aquisicao,
manutencdo ou melhoria
das qualificacGes
profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutengdo de coldnias de | Sim
animais geneticamente

alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,

incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

Com este trabalho pretendemos avaliar como a
inflamacdo estd relacionada com alteragGes no
vaso (aterosclerose) e no osso (osteoporose).
Pretende-se ainda avaliar a cinética da
progressdao destas duas patologias quando
ocorrem no mesmo individuo.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

A potencial identificagdo de marcadores
biolégicos comuns as duas doengas poderd
trazer pistas para a utilizagdo de novos alvos
terapéuticos para melhor controle e
simultaneo destas duas doengas.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

10 animais por grupo em 5 time-point de
avaliacdo. No total teremos 4 grupos: K/BxAg7
com dieta gorda;

K/BxAg7 com dieta

normal; ApoE -/- com dieta gorda; C57BL/6)
com dieta gorda.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdao os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecera aos
animais no final da realizagao do projeto?

Os efeitos adversos serdo os resultantes do
desenvolvimento das doencgas: estenose dos
grandes vasos nos animais com aterosclerose;
alopécia nos animais sob dieta gorda; inchaco e
deformacgdo das articulagdes nos animais com
artrite, levando a redug¢do da mobilidade. No
final de cada tempo de desenvolvimento das
patologias (time-points) os animais serao
eutanasiados para remocgdao dos o6rgdos e




estruturas necessarias para o estudo.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Nao é possivel estudar a progressao das duas
doengas em alternativas ndo-animais.

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que n3o pode
usar alternativas ndo-animais
De acordo com trabalhos anteriores foram
2.Reduction (Redugéo) calculados os numeros minimos de animais
para se conseguirem obter diferencas nos
Expligue como garantird que serdo | resultados que conduzam aos objectivos
utilizados os nimeros minimos de animais | propostos.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para minimizar
0s custos de bem-estar (danos) aos
animais.

Os animais serdo periodicamente avaliados
pelo médico veterinario responsavel pelo
estabelecimento, todas as alteracdes ao estado
de saude reportados e os animais serdao
eutanasiados se necessario, ainda que o tempo
experimental previsto ndo tenha sido atingido.
Mais ainda, nas caixas dos animais artriticos
serdo colocadas camas mais macias e os
alimentos colocados no solo, por forma a
minimizar a dor e/ou desconforto destes com a
progressao das lesGes articulares.

Titulo do projeto

Papel do gene Ret no desenvolvimento e fungdo
do sistema imunitario

Duracdo do projeto

60 meses

Palavras-chave (max. 5)

Linfécitos, orgdos linfoides; RET

Fim/objetivo do projeto (de acordo com
Arte 59) *

Investigacdo fundamental Sim
Investigacdo translacional ou Sim
aplicada

Uso regulamentar e produgdo N3o
de rotina

Protecdo do ambiente natural Nao
no interesse da saude ou do

bem-estar do homem ou dos

animais

Investigacdo destinada a Nao
conservacgao das espécies;

Ensino superior ou formagao N3o

para aquisicao, manuten¢ao ou
melhoria das  qualificacdes




profissionais

Inquéritos no dominio da

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

.. Nao
medicina legal
Manutencdo de coldnias de | Sim
animais geneticamente
alterados
A interaccdo entre diferentes sistemas,
nomeadamente entre o sistema imune e o

sistema nervoso, ndo esta bem compreendida.
Com o nosso projecto, pertendemos entender
o papel de RET, um receptor para factores
neurotréficos, no desenvolvimento e funcao do
sistema imune. Em particular, queremos
perceber de que forma as células nervosas e
imunitarias comunicam nos tecidos, em
especial o intestino, e como essa interaccao
condiciona as diferentes respostas imunes.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Para além de avancar com o conhecimento
cientifico na area de imunidade dos tecidos, o
nosso trabalho tem o potencial de contribuir
para a uma melhor compreensdo de doencas
inflamatdrias do intestino.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

2200 ratinhos (Mus musculus)

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos

Para a maioria dos procedimentos realizados
em animais espera-se um grau de severidade

esperados e o grau provavel/esperado de | ligeira ou moderada. No final dos

severidade? O que acontecerd aos | procedimentos o0s animais ndo serdo

animais no final da realizacdo do projeto? | reutilizados e serdo sacrificados.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo) Ndo existem alternativas eficientes que
reproduzam a complexidade dos sistemas

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que n3do pode usar
alternativas ndo-animais

animais.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Baseado em experiéncias piloto e em trabalhos
ja publicados, o nimero minimo de animais por
grupo experimental foi estimado entre 5 a 10
animais, usado andlise estatistica com o
software Gpower. No entanto a combinacgédo de
experiéncias in vivo, com experiéncia in vitro
guando estas podem ser utilizadas, permitem




uma reducdo do nimero de animais utilizados.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a razdo
porque o modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados, tendo em
conta os objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para minimizar
os custos de bem-estar(danos) aos
animais.

As técnicas de transgénese e de alteracbes
genéticas em ratinho estao bem estabelecidas e
o tempo de reproducdo desta espécie é
relativamente curto. O sistema imunitario do
ratinho e conhecido em grande detalhe, para
além disso, nesta espécie um vasto nimero de
reagentes esta disponivel para o estudo de
células do sistema imunitario. Com particular
importancia, é também o facto de o sistema
imunitario do ratinho e do homem serem
bastante semelhantes, e portanto os resultados
poderdo ser potencialmente mais interessantes
para futuras aplicacbes de diagndstico e
tratamento em humanos. Na nossa prespectiva
nenhum outro organismo mais simples
preenche todos os requesitos necessarios para
este projecto.

De forma a melhorar o bem estar animal, estes
serdo armazenados em gaiolas ventiladas e
acompanhados pelo médico veterinario
responsavel do estabelecimento onde os
animais sdo alojados.

O projeto sera submetido a avaliagdo retrospetiva no final da sua realizag3do.

Titulo do projeto

Descodificar o transcriptoma regulado pelo
SRF/MRTF nas células endoteliais de ponta

Duracao do projeto

12 meses

Palavras-chave (max. 5)

Angiogénese, cancro, vasos sanguineos, regulacdo
genética

Fim/objetivo do projeto (de acordo

com Art2 59)

Investigacdo fundamental Sim | N3e
Inv.estlgagao translacional oul o | N3O
aplicada

Uso regulamentar e producdo de | Sim | Nao
rotina

Protec¢do do ambiente natural no | Sim | Nao
interesse da saude ou do bem-estar

do homem ou dos animais

Investigacdo destinada al| S | Nao
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formagdo para | Sim | Nao
aquisi¢cdo, manutenc¢do ou melhoria

das qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina sim | N3o
legal

Manutengdo de coldnias de animais [ Sim | Nae




geneticamente alterados | |

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

O gene SRF controla a expressdo de genes
envolvidos na formagdo de novos vasos
sanguineos. A caracterizacdo dos genes efetores
neste processo é essencial para encontrar novas
vias terapéuticas para lutar contra diversas
patologias vasculares.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

E necessario encontrar novas formas de controlar
a formacdo e fun¢do dos vasos sanguineos para
combater o crescimento de tumores sélidos e
patologias vasculares, como aneurismas e
hemangiomas. Os resultados que serdo obtidos
neste estudo levaram a um salto qualitativo neste

sentido.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Serdo utilizados cerca de 160 ratinhos
transgénicos da estirpe PDGFB-CreERT2; SRFfl/fl e
SRFfI/fI.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecerd aos
animais no final da realizacdo do
projeto?

Para os periodos que as experiéncias estdo
planificadas ndo existem efeitos adversos
esperados e o grau de severidade esperado é
Ligeiro.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo porque precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

A expressao dos genes serao previamente
validados por experiéncias e testes de actividade
e funcdo in vitro. No entanto, para poder
confirmar os resultados preliminares in vitro, e
para poder contextualizar os resultados no
processo organotipico da formacdo dos vasos
sanguineos, é imperativo realizar experiéncias in
vivo, utilizando o modelo genético estabelecido.

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantird que serdo
utilizados o0s numeros minimos de
animais

Todas as experiéncias serdo realizadas com o
ndmero minimo de animais para realizar uma
analise estatistica significativa. O
ndimero minimo de 4 a 6 animais por grupo por
experiéncia para uma analise estatistica relevante
é calculado com na base na experiéncia adquirida
na realizacdo de projetos semelhantes.

3.Refinement (Refinamento)

Explique aescolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos.
Explique as medidas gerais que serao
tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

O modelo animal utilizado é o unico modelo
actualmente disponivel para realizar a andlise
pretendida, devido a ser o Unico modelo genético
que permite a inactivacdo do factor SRF
unicamente nas células endoteliais durante o
processo de angiogénese. Até ao momento ainda
nao foi possivel criar uma alternativa ndo animal
que reproduza toda a complexidade e seja
equivalente ao processo angiogénico in
vivo. Assim, torna-se imperativo a utilizacdo deste




modelo animal. No entanto, especial atencdo serd
tomada em todos os procedimentos para que os
animais sejam expostos ao menor
sofrimento possivel. Qualquer animal que mostre
sinais de desconforto, mal-estar, stress, ou
doenca serd imediatamente administrado o
tratamento adequado para o problema, medidas
tomadas com base nas recomendag¢des do médico
veterindrio responsdvel, e se o sofrimento do
animal ndo for passivel de ser tratado, eutanasia
serd aplicada .

Titulo do projeto

Diabetes Mellitus de tipo | (DMT1) como factor de
risco para Osteoporose

Duracdo do projeto

6 meses

Palavras-chave (max. 5)

Diabetes mellitus tipo |; osteoporose; turnover
dsseo.

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Art@ 59)

Investigacdo fundamental N3o
Investigacdo translacional ou | ..

. Sim
aplicada
Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina
Protecdo do ambiente natural no Nao

interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais

Investigagdo destinada a Nao
conservagao das espécies;
Ensino superior ou formagdo para N3o

aquisicdo, manuten¢do ou melhoria
das qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina
legal

Manutenc¢do de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados

Descreva os Objetivos do Projeto
(ex., incégnitas cientificas ou
necessidades cientificas/clinicas a
serem abordadas, etc)

Objectivos especificos do projecto:

1. determinar a composicdo elementar do osso
compacto e trabecular e investigar perfis de
concentracdo para discriminar entre osso normal
e 0sso diabético;

2. avaliar biomarcadores séricos do metabolismo do
calcio, turnover dsseo e controlo metabdlico da
diabetes, as suas relagGes reciprocas e com a
duracao do controlo da doencga;

3. analisar a estrutura da microarquitectura do osso
e a actividade osteoblastica e osteoclastica;

4. estudar a regulacdo diferencial dos genes sob
dferente tratamento da DMT1];

5. avaliar a associacdo a expressdao génica das
células dsseas em doentes T1DM e os resultados




da histomorfometria dssea.

A concretizacdo destes objectivos visa preencher as
lacunas do conhecimento actual sobre o papel da
DMT1 na etiologia da osteoporose, nomeadamente
no que concerne,

e a3 relagdo entre a microarquitectura do osso e a
duracdo da DMT1 nos primeiros anos da doenga e
o controlo metabdlico da doenca,

e 3 composicdo elementar do osso diabético, uma
dimensdo importante da resisténcia dssea a
fractura,

® a expressao alterada dos genes nas células ésseas
dos individuos com DMT1 e sua relagdo com
parametros histomorfométricos do osso diabético,

permitindo examinar os processos patoldgicos na

sua fase mais precoce e, assim, elucidar a possivel
correlagdo entre DMT1 e osteoporose desde o inicio

e ndo em fase tardia da doenca.

Quais sdo os potenciais beneficios
que possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avancgar ou
os seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o
projecto)?

Este projecto preconiza uma abordagem
aprofundada e detalhada da relagdo entre a DMT1 e
as alteragdes osseas induzidas por esta doenca,
eliminando os efeitos de co-factores que tém
limitado as conclusdes dos poucos estudos
epidemioldgicos  conduzidos até hoje, e
proporcionando um melhor conhecimento dos
mecanismos subjacentes a perda dssea induzida
pela DMT1 e do papel desta doenca, de incidéncia e
prevaléncia crescente em Portugal, na etiologia da
osteoporose.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serao
utilizados?

105 ratos Wistar do sexo masculino.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos
adversos esperados e o grau
provével/esperado de severidade? O
gue acontecera aos animais no final
da realizagdo do projecto?

Sdo esperados os seguintes efeitos adversos
resultantes da inducdo da DMT1 por injecdo de STZ:
hiperglicemia, hipoinsulinemia, poilifagia, polidria e
polidpsia, acompanhadas por perda de peso. No que
respeita aos procedimentos a implementar, excepto
na occisdo, o grau de severidade mais elevado serd
moderado. No final do projecto, todos os animais
serdo eutanasiados.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo)

Refira a razdao por que precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

O preenchimento das lacunas do conhecimento
actual sobre o papel da DMT1 na etiologia da
osteoporose ndo é possivel com os dados
disponibilizados por estudos epidemioldgicos em
humanos, uma vez que a manifestacao da doenga sé
ocorre apds longo processo evolutivo, e muito
menos em estudos centrados em organismos menos
evoluidos, culturas celulares ou in silico, por nado
permitirem a recolha de dados relativos as variaveis




dependentes incluidas neste projecto. Pelo que sdo
necessarios estudos com modelos animais
validados, como é o caso do modelo utilizado neste
projecto, o qual permite examinar os processos
patolégicos na sua fase mais precoce e, assim,
elucidar a possivel correlagdo entre DMT1 e
osteoporose desde o inicio e ndo em fase tardia da
doenga.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Para além da determinacdo do n2 de animais
baseada numa andlise estatistica adequada as
guestdes de investigacdo formuladas, os animais
serdo mantidos em condicdes ambientais
controladas, incluindo nutricdo, alojamento e
ambiente fisico adequados, e sujeitos a protocolos
experimentais controlados, de forma a reduzir ao
minimo o n2 de unidades de investigacdo
necessarias.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos.
Explique as medidas gerais que serdo
tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

A inducdo da DMT1 experimentalmente no rato por
injecdo intraperitoneal de estreptozotocina é
largamente utilizada, cujo modelo apresenta as
manifestagcdes clinicas estdveis da doenga em
humanos, tais como, hiperglicemia, hipoinsulinemia,
poilifagia, polilria e polidpsia, acompanhadas por
perda de peso, rapidamente apds a injecdo. Os
custos do bem-estar animal serdo minimizados
através da manutencdo e manipulagdo dos animais
através de pessoal qualificado, respeito pelas
necessidades animais no que respeita ao seu
alojamento, definicdo de limites criticos humanos e
recurso a métodos de eutanasia humanitatios.

Titulo do projeto

Identificagdo de novos genes requeridos para o
desenvolvimento do pancreas de vertebrados
explorando o rastreio genético de ruptura de
expressao de genes

Duragdo do projeto

1 ano

Palavras-chave (max. 5)

Peixe-zebra, pancreas, desenvolvimento, pancreas,
senética.

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Art2 59) 1

Investigacdo fundamental ]
Sim

Investigacao translacional

aplicada

ou

Uso regulamentar e producdo de
rotina

Protecio do ambiente natural no
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais

Investigacao destinada

conservagao das espécies;




Ensino superior ou formacdao para
Qquisicdo, manutencdo ou melhoria
das qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina

Nao
legal

Manutencdo de coldénias de animais | Sim

seneticamente alterados 2

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incognitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

Compreender melhor  os mecanismos  de

desenvolvimento do pancreas dos vertebrados.

Quais sdao os potenciais beneficios
gue possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avancar ou os
seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

O pancreas dos vertebrados é um 6érgao pequeno que
tem varias funcGes, entre as quais, controlar os niveis
bdequados de acglcar no sangue e secretar enzimas
que facilitam a digestdo. Devido ao seu papel critico, o
pancreas tem uma enorme importancia biomédica e a
sua deficiéncia tem como resultado vdrias e
importantes doengas genéticas em Humanos, como
por exemplo a diabetes, uma doenca bastante comum
que afecta a mais de 340 milhGes de pessoas em todo
o mundo. O pancreas estda composto por diferentes
tipos de células que se diferenciam a partir de células
progenitoras comuns. Ainda que as redes genéticas
envolvidas na diferenciacdo celular do pancreas nao
sejam inteiramente compreendidas. Neste projecto
exploratdrio iremos encontrar novos genes envolvidos
no desenvolvimento do pancreas através de estudos
de perda de funcdo, o que irda melhorar o
conhecimento das redes genéticas do pancreas e
como consequéncia, terd grandes implicacdes no
campo biomédico.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

A espécie a ser usada sera o Danio rerio (zebrafish).
Irdo ser usados aproximadamente 20 animais didrios
para a producdo de embrides. Para os restantes
procedimentos experimentais usaremos
exclusivamente embriGes de peixe-zebra (Danio
rerio), nos estadios embrionarios que precedem o
inicio da alimentac¢do auténoma.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecera aos
animais no final da realizacdo do
projeto?

N3o se esperam efeitos adversos severos. O protocolo
de cruzamento implica apenas o manuseamento de
nimais para transporta-los das jaulas de manutengao
para as jaulas de cruzamento. Isto podera provocar
stress aos animais, por essa razdo so iremos usar cada
animal 1 vez por semana, passando o resto do tepo
em recupera¢do. Apds a realizacdo do projecto os
animais irdo ser mantidos na fish facility como stocks
gerais.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

7

O objectivo deste estudo é compreender as redes




Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

genéticas envolvidas na organogenese do pancreas do
peixe-zebra. Para tal necessitamos compreender qual
€ o0 requerimento de determinados genes na
formacao dos diferentes tipos celulares do pancreas,
como estes tipos celulares se organizam para formar
este 6rgdo e compreender como os defeitos no
desenvolvimento do pancreas afectam o organismo. O
uso de sistemas mais simples como o de cultura de
células in vitro ndo nos podem ajudar, visto que o
nosso objecto de estudo é um sistema complexo que
envolve ndo sé uma perspectiva celular mas também
do 6rgdo e do organismo. Visto que o nosso érgao de
estudo sO existe na linhagem dos vertebrados, temos
de usar um modelo vertebrado.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serao
utilizados os numeros minimos de
animais

O numero de adultos usados para estabelecer os
cruzamentos e obtencdo de embriGes sera optimizado
bo longo do tempo. A eficiéncia de cada cruzamento
serd tomada em conta de modo a ndo se efectuar
cruzamentos que ultrapassem a necessidade de
producdo de embrides.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos. Explique
as medidas gerais que serao tomadas
para minimizar os custos de bem-
estar (danos) aos animais.

O peixe-zebra (Danio rerio), o modelos animal que
iremos usar neste projecto, é por si s6 uma excelente
Qlternativa a outros modelos vertebrados como
mamiferos. Gostaria de acrescentar que para a
experiéncias propostas iremos usar exclusivamente
embrides de peixe-zebra, nos estddios embriondrios
que precedem o inicio da alimenta¢do auténoma. A
obtencdo destes embrides ndo implica o sacrificio dos
progenitores tal como nos modelos de mamiferos. No
entanto, para a obtencdo desses embrides teremos de
manusear adultos para estabelecer cruzamentos. Para
minimizar os custos de bem-estar (danos) aos animais
iremos:

- Manter os animais em aquarios de
cruzamento durante o menor tempo possivel, sendo
blimentados e  devolvidos aos aquarios de
manutengdo assim que o cruzamento termine.

- Iremos garantir que as condi¢bes dos
quarios de cruzamento sejam as adequadas para
este modelo animal, gerando o menor stress possivel
para os animais. Para tal iremos garantir que a agua
usada para os cruzamentos mantem os parametros
bdequados para o peixe zebra.

- Os animais usados para os cruzamentos sO
irdo ser usados uma vez por semana, permanecendo

0 resto do tempo em repouso.

Titulo do projeto

Modulagdo do design animal: funcdo dos ligandos
do Hoxd13 no desenvolvimento dos membros dos
vertebrados




Duragdo do projeto 1 ano

Palavras-chave (méx. 5) verteprado, hoxd13, ligando, peixe-zebra,
embrioes
Investigagao fundamental X
Investigagao translacional ou
aplicada
Uso regulamentar e producgdo
de rotina

Fim/objetivo do projeto (de
acordo com Art2 59)

Proteccdo do ambiente natural
no interesse da saude ou do
bem-estar do homem ou dos
animais

Investigacdao  destinada a
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacgao
para aquisicao, manuteng¢ao ou

melhoria das qualificagbes
profissionais
Inquéritos no dominio da

medicina legal

Manutencdo de coldnias de

animais geneticamente
alterados
L. Durante este projecto exploratdrio iremos usar a

Descreva os Objetivos do | ,. L .
Proiet ( i coanit linha transgénica de peixe-zebra que
rojeto ex. incégnitas .
. J . ! .g desenvolvemos anteriormente (hsp70:hoxd13a)
cientificas ou necessidades . . .
o . para investigar de que forma os ligandos do gene
cientificas/clinicas a serem ~ ,

Hoxd13 se alteram com a modula¢dao do seu nivel
abordadas, etc) .

de transcritos.

Este projecto permitird um maior conhecimento

sobre 0s mecanismos de desenvolvimento
Quais sdo os potenciais | embrionario que podem ter estado na origem da

beneficios que possam derivar
deste projeto (como poderia a
ciéncia avancar ou o0s seres
humanos ou outros animais

evolucdo dos apéndices locomotores nos
vertebrados possibilitando a transicdo do meio
aquatico para o meio terrestre. Para além disso,
este projecto vai também tornar possivel entender

poderiam beneficiar com o de que forma mutagﬁes neste gene provocam
projeto)? malformacgdes nos membros dos humanos durante
o desenvolvimento embrionario.
. L Danio rerio, 2 a 10 individuos adultos para efetuar
Que espécies animais e . .
, ) cruzamentos com vista a obtencao de ovos
nidmeros aproximados de

animais serao utilizados?

semanalmente durante
projecto.

todo o periodo do




No contexto do que propde
fazer aos animais, quais sdao os
efeitos adversos esperados e o
grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecerd
aos animais no final da
realizacdo do projeto?

N3do estdo previstos efeitos adversos e os animais
serdao mantidos vivos apds o final do projecto. A
eutandsia sera utilizada apenas em situagdes de
injuria, doenca ou estado infecto-contagioso.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razao por que precisa
usar animais e por que nao
pode usar alternativas nao-
animais

Esta questdo tem que ser estudada no contexto de
um organismos porque necessitamos de ver as
altera¢des fenotipicas causadas pela sobre-
expressdao do gene Hoxd13 durante as primeiras
fazes do seu desenvolvimento. Dentro dos
modelos animais disponiveis, o peixe-zebra evita
estudos em ratinho e rato evitando a eutandsia
para a obtencao de embrides.

2.Reduction (Reducdo)
Explique como garantirda que
serdo utilizados os numeros
minimos de animais

Serdo usados apenas 2 a 10 animais
semanalmente para a obtencdo do apropriado
numero de ovos e estes serdo mantidos vivos
durante toda a sua vida.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s)
espécie e a razao porque o
modelo(s) animal que serdo
usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos.
Explique as medidas gerais que
serdo tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos)
a0s animais.

Para realizar os procedimentos experimentais
usaremos exclusivamente embrides de peixe-
zebra (Danio rerio), nos estadios embriondrios que
precedem o inicio da alimentagdo auténoma. No
entanto, para a obtencdo desses embrides, vamos
também manusear adultos. Esses adultos serao
mantidos num sistema de aquarios preparado
para este efeito, em sala prépria, em que serdo
mantidas todas as condi¢des de alimentacdo, ciclo
de luz, temperatura e caracteristicas bioquimicas
da agua requeridas para a apropriada manutencao
dos animais. O seu bem estar vai também ser
garantido através do correcto manuseamento dos
mesmos sendo a eutandsia um procedimento a
utilizar apenas em situagGes de injuria, doenca ou
estado infecto-contagioso. O investigador
responsavel pelo projecto bem como os outros
membros da equipa tém formacdo e acreditacdo
legal para experimentacdo animal, condicdo que
serd obrigatdria para todos os futuros membros da
equipa.

Titulo do projeto

Terapia de Coroideremia baseada em células

Duracdo do projeto

2 anos

Palavras-chave (max. 5)

Coroideremia, Células Estaminais Pluripotentes




Induzidas, Medicina Regenerativa

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Art2 59)

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou

aplicada Sim

Uso regulamentar e | Sim

producgdo de rotina

Proteccdo do  ambiente | Sim
natural no interesse da saude
ou do bem-estar do homem

ou dos animais

Investigacdo destinada a
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacgao
para aquisicao, manutenc¢ao
ou melhoria das qualificacGes
profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente

alterados

Descreva os Objetivos do Projeto
(ex., incognitas cientificas ou
necessidades cientificas/clinicas a
serem abordadas, etc)

A Coroideremia é uma doenca hereditaria rara que
causa perda progressiva da visdo causada pela
auséncia da proteina REP-1 (RAB Escort Protein-1). A
cegueira é causada por degeneracdo de varias
camadas existentes na parte posterior do olho,
nomeadamente a cordide, o epitélio pigmentar da
retina e a retina. Uma vez degeneradas, as células
que constituem estas camadas perdem as suas
capacidades funcionais, dai que estratégias que
passem pela transplantagao e substituicdo do tecido
lesado demonstrem potencial terapéutico para
estes doentes. Com este projecto, pretendemos
realizar experiéncias preliminares de modo a
confirmar a aplicabilidade duma terapia celular no
caso da Coroideremia. Propomos usar células
estaminais, em particular células estaminais
pluripotentes induzidas (iPS cells), que podem ser
obtidas em laboratério sem recurso a embrides.
Estas células estaminais pluripotentes serdao
diferenciadas em Epitélio Pigmentar da Retina, que
pode ser posteriormente usado em ensaios de
transplantagao.

Quais sdo os potenciais beneficios
gue possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avangar ou
os seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

A Coroideremia é uma doenga degenerative que
causa cegueira. Ainda ndo existe cura, apesar dos
recentes avangos promissores em terapia genética.
Contudo, nos doentes em que o estado
degenerativo das varias camadas celulares da retina

jd estda avancado apenas uma estratégia de
transplantacao ird providenciar beneficios
terapéuticos. Com este projecto, pretendemos




estabelecer protocolos experimentais para explorar
o potencial terapeutico das iPS cells e diferencia-las
em células funcionais do Epitélio Pigmentar da
Retina. Estas experiéncias usando células de
murganho pretendem funcionar como prova de
conceito dos beneficios de aplicar estratégias
regenerativas na Coroideremia, assim como em
outras doencas degenerativas da retina.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Murganhos NOD.Scid, 32 animais por ano num total
de 64, no maximo.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos
adversos esperados e o grau
provavel/esperado de severidade? O
gue acontecerd aos animais no final
da realizacdo do projeto?

O animal sera sujeito a uma injeccao subcutanea
com o objectivo de haver inducdao de tumor. O nivel
de stress provocado ¢é reduzido apesar de
prolongado no tempo. Isto porque para se poder
fazer uma caracterizacdo histopatolégica do tumor
benigno formado (teratoma) é necessario esperar
30-45 dias até ter 1-2 cm’. E uma limitacdo
decorrente da técnica e ndo existe como evita-lo. No
fim da experiéncia, os animais sdo sacrificados por
deslocamento cervical.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

As células estaminais usadas neste projecto (iPS
cells) sdo produzidas no laboratério e como tal,
precisam de ser devidamente -caracterizadas,
nomeadamente em termos de comprovar a sua
pluripoténcia. Neste projecto varias linhas celulares
de iPS cells serdo obtidas por reprogramacao cellular
de células dum modelo animal de Coroideremia.
Para uma confirmacdo definitiva de que estas linhas
celulares atingiram um estado de verdadeiramente
pluripoténcia, temos que recorrer a um ensaio de
diferenciacdo in vivo através da formacdo de
teratomas, um dos mais robustos ensaios
disponiveis. Assim podemos confirmar que estas
células tém capacidade de diferenciagao em células
das trés linhagens germinativas.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

No decorrer deste projecto, varias linhas celulares
de iPS cells serdo obtidas e caracterizadas.
Primariamente serd comprovado a morfologia, a
auti-renovacdo e a expressao de marcadores tipicos
de pluripoténcia. Posteriormente, serdo sujeitas a
um ensaio de diferenciacdo in vitro (através de
Embryoid Bodies). Apenas as linhas celulares que
satisfacam todos estes critérios prévios serdo
sujeitos ao ensaio do teratoma, de modo a
aumentar a probabilidade de sucesso do mesmo e a
minimizar o nimero de animais a usar. Para além
disto as experiéncias serdo devidamente e
cuidadosamente planeadas de modo a optimizar
todo o processo.




3.Refinement (Refinamento)
Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal
que serdo usados s3do o0s mais
refinados, tendo em conta os
objetivos. Explique as medidas gerais
gue serdo tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

Para os estudos a realizar, é recomendado o uso de
murganhos imunocomprometidos de modo a
minimizar o risco de rejeicdo imune das células
injectadas. Os ratinhos NOD.Scid demonstraram, em
estudos anteriores, tolerar a injeccdo de células
estaminais pluripotentes, quando comparados com
ratinhos imunocompetentes. Os murganhos apds
injeccao das células serao vigiados cada 2-3 dias. Em
caso de dor ou stress, evidéncia de morbilidade
(como alteracdo no pélo, na postura e/ou
mobilidade), haverd decisdo pela eutandsia.O
mesmo acontecera se o tumor exceder 10% do peso
corporal ou se houver evidéncia de que o tumor se
disseminou para um érgao secundario (o que ndo é
esperado no caso dos teratomas).

Titulo do projeto

Determinagdo das bases moleculares da
transferéncia de melanossomas na pigmentacdo
cutanea

Duracdo do projeto Seis meses
, Melanossomas, Rab27a, Rabllb, silenciamento,
Palavras-chave (max. 5) .
siRNA
Fim/objetivo do projeto (de acordo | Investigacdo fundamental Sim
com Arte 59) Investigacdo translacional ou |
aplicada 'm
Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina
Protecdo do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais
Investigacao destinada a Nao
conservacgao das espécies;
Ensino superior ou formacdo para Nao
aquisicdo, manutencdo ou melhoria
das qualificagdes profissionais
Inquéritos no dominio da medicina ~
Nao
legal
Manutencdo de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados

Descreva os Objetivos do Projeto
(ex., incégnitas cientificas ou
necessidades cientificas/clinicas a
serem abordadas, etc)

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e a
pigmentacdo cutanea tem um papel fundamental
na proteccao do organismo contra a ac¢ao nociva
da radiagdo ultra-violeta. A “unidade de
pigmentacdo” epidérmica consiste no complexo
funcional no qual melandcitos (as células que
produzem o pigmento cutaneo melanina) e
queratindcitos (as células epiteliais mais numerosas
da pele, constituindo a sua camada mais periférica,
a epiderme) funcionam conjuntamente de forma




sinérgica no sentido de manter o equilibrio da
pigmentagdo cutanea. A transferéncia da melanina
dos melandcitos (dadores) para os queratindcitos
(receptores) é um processo fundamental subjacente
ao fendmeno de pigmentacdo e fotoproteccao
contra os danos induzidos pela radiacdao ultra-
violeta. Contudo, o mecanismo de transferéncia da
melanina dos melandcitos para os queratindcitos
continua a ser controverso. Este trabalho tem por
objectivo estudar as bases moleculares da
transferéncia de melanina entre as células da
epiderme.

Quais sdo os potenciais beneficios
gue possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avancgar ou
os seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

A pigmentagdo cutanea tem implicagdes
importantes na aparéncia estética do individuo, no
fotoenvelhecimento e no cancro cutaneo. Pretende-
se que este trabalho contribua com um melhor
entendimento sobre certos pormenores das bases
moleculares da transferéncia da melanina bem
como o desenvolvimento de um novo modelo in
vivo de pigmentacdo cutdnea, que poderd ser do
interesse da industria farmacéutica. O murganho
transgénico SCF nunca foi usado como modelo in
vivo para estudo de mecanismos de pigmentacao.
Por esse motivo, este trabalho contribuird também
para perceber o seu potencial como modelo animal
em estudos de pigmentac¢do cutanea.

Que espécies animais e numeros

Murganho SCF, 30 animais.

aproximados de animais serdo

utilizados?

No contexto do que propde fazer aos | Os efeitos adversos esperados sdo os localmente
animais, quais sdo os efeitos | decorrentes das injec¢des de anestésico e de
adversos esperados e o0 grau | adenovirus vectores de siRNA, associados a um grau

provavel/esperado de severidade? O
que acontecerd aos animais no final
da realizacdo do projeto?

ligeiro de perturbagdo e severidade.
No final da realizagdo do projecto os animais serdo
sacrificados por narcose com CO2.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo)

Refira a razdao por que precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

Visto o objectivo deste trabalho ser a confirmagdo
do papel da Rab 11b e Rab27a no processo de
transferéncia de melanina dos melandcitos para os
queratindcitos in vivo, a utilizagdo de animais como
modelo experimental é mandatéria. E importante
referir que este trabalho segue-se aos estudos do
nosso grupo em células em cultura. Contudo, a pele
tem uma histo-arquitectura complexa e bem
definida que ndo pode ser reproduzida in vitro. Dai
qgue a utilizacdo de um modelo animal in vivo seja
essencial na nossa fase de estudo.

2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantird que serdao
utilizados os numeros minimos de
animais

As experiéncias serdo cuidadosamente planeadas de
modo a optimizar todo o processo. Com base nisto,
utilizar-se-do sempre os numeros minimos de
animais com vista a obter o numero de amostras




cutdneas a ser caracterizadas histologicamente
suficiente para caracterizar de forma
estatisticamente significativa os efeitos do
silenciamento de moléculas especificas que se
acredita estarem implicadas no fenémeno de
pigmentagdo cutanea.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os obijetivos.
Explique as medidas gerais que serdo
tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

Os animais a ser utilizados s3ao murganhos
transgénicos SPF, visto estes animais possuirem
melandcitos em toda a epiderme, ndo apenas
folicular (como sucede com a generalidade dos
murganhos ndo albinos), mas também inter-
folicular, configurando estes animais, por este facto,
um bom modelo animal de pigmentacdo cutanea
dos mamiferos.

Os animais serdo monitorizados a cada trés dias e
ndo é expectavel que os procedimentos venham a
causar qualquer sofrimento.

N3do é previsivel que venha a ser induzida dor ou
desconforto aos animais visto o pavilhdo auricular
ser escassamente inervado. Ainda assim, os animais
irdo ser anestesiados com administracdo de
anestésico por via intra-peritoneal, previamente a
injeccdo intra-dérmica auricular. N3o esperamos
sintomas ou infeccdo locais apds injeccdo de
adenovirus em virtude destas particulas virais ndo
produzirem infegcdo clinicamente sintomatica.
Contudo, em caso de sinais de infec¢do, dor ou
sofrimento, tais como perda de peso, atrofia
muscular, posicao flectida, apatia ou agressividade,
0s animais serdao eutanasiados. Também ndo é
esperado qualquer fendtipo especifico de nenhuma
entidade patoldgica.

, . Bioceramicas na regeneragdo tecidular em
Titulo do projeto N .
perfuracdes de furca num modelo canino
Duracdo do projeto 6 meses
Palavras-chave (max. 5) Bioceramicas; regeneragao; perfuragao; furca;
Fim/objectivo do projecto (de acordo | Investiga¢cdo fundamental Nao
com Art@ 59) Investigagao translacional oulgi
aplicada
Uso regulamentar e producdao de Nao
rotina
Proteccao do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais
Investigacao destinada a Nao
conservacao das espécies;
Ensino superior ou formacao para Nao
aquisicdao, manutencao ou melhoria
das qualificacbes profissionais




Inquéritos no dominio da medicina

Nao
legal

Manutencgdo de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados

Descreva os Objetivos do Projeto
(ex., incégnitas cientificas ou
necessidades cientificas/clinicas a
serem abordadas, etc)

O objetivo deste estudo visa a comparag¢do das
respostas dos tecidos perirradiculares e pulpares
apos aplicacdo de uma biocerdmica e um Gold
Standard em perfuracdes de furca induzidas, com
recurso a analise radiografica e histoldgica.

Quais sdao os potenciais beneficios
que possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avangar ou
0s seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

Este trabalho visa ser um contributo para o melhor
conhecimento dos materiais utilizados no
tratamento de perfuracbes de furca, permitindo
realizar uma escolha mais correta e melhorar o
prognostico do tratamento deste tipo de lesdes que
normalmente é reservado.

Que espécies animais e numeros

Caes (cinco)

aproximados de animais serdo

utilizados?

No contexto do que propode fazer aos | Efeitos adversos minimos, com grau de severidade
animais, quais sdo os efeitos | esperado ligeiro. No final do projeto os animais
adversos esperados e o grau | serdo eutanasiados.

provavel/esperado de severidade? O
gue acontecera aos animais no final
da realizacdo do projeto?

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo)

Refira a razdo porque precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

A necessidade de utilizagdo de cdes é justificada
pelo facto de o material histoindutor a ser utilizado
jd ter sido amplamente testado in vitro
relativamente as suas propriedades fisicas e
citotoxicidade, existindo necessidade de ser validado
em modelo mamifero superior, sendo o cdo o
modelo mais adequado.

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

O numero de animais necessarios a utilizar tem em
conta os modelos de perfuragbes de furca
previamente utilizados e validados, permitindo ter
um modelo com validade estatistica, utilizando o
menor numero de animais. Para este modelo serdo
utilizados 0 22 e 32 pré-molar maxilar e 0 29,32 ¢ 42
pré-molar mandibular, devido as caracteristicas
anatomicas, utilizando assim um numero minimo de
animais.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal
que serdao usados s3ao 0s mais
refinados, tendo em conta os
objetivos. Explique as medidas gerais
que serdao tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

Os cdes serdo utilizados devido as semelhancas
morfofisiolégicas com o periodonto humano e ao
facto dos dentes apresentarem um distanciamento
entre as raizes que permite executar mais
facilmente os procedimentos. Os dentes sdo
suficientemente grandes para facilitar o estudo da
reacao tecidular e permitir um amplo espaco para a
perfuracdo. Neste caso em particular, o modelo
canino tem um ndmero maior de dados




bibliograficos relativos ao material controlo que
permite  mais fidedignamente comparar os
resultados.

Titulo do projeto

O sistema renina-angiotensina como alvo para o
tratamento de doencas oculares

Duracdo do projeto

1 ano e 6 meses

Palavras-chave (max. 5)

Renina, doengas oculares, angiogénese, stress
oxidativo, aliscireno

Fim/objetivo do projeto(de acordo
com Art2 59)

Investigacdo fundamental Nao

Investigagdo translacional ou

aplicada Sim

Uso regulamentar e producao
de rotina

Proteccdo do ambiente Nao
natural no interesse da saude
ou do bem-estar do homem

ou dos animais

Investigacdo destinada a
conservacdo das espécies;

Ensino superior ou formagao
para aquisi¢ao, manutengao
ou melhoria das qualificacbes
profissionais

Inquéritos no dominio da

. Nao
medicina legal

Manutengao de coldnias de
animais geneticamente
alterados

Descreva os Objetivos do Projeto
(ex., incégnitas cientificas ou
necessidades cientificas/clinicas a
serem abordadas, etc)

Estudar o sistema renina-angiotensina em modelos
in vitro e in vivo de células da retina. Avaliar a
contribuicdo deste sistema na
progressdo/desenvolvimento de doencas oculares.
Testar o efeito dum inibidor directo da renina
(aliscireno) na inibicao de parametros
caracteristicos de doengas oculares.

Quais sdo os potenciais beneficios
que possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avancar ou
0s seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

As terapias que existem actualmente para o
tratamento de doengas oculares ndo sao totalmente
eficazes. Os farmacos utilizados nestas patologias
nao actuam no inicio da cascata de reacgbes. A
abordagem proposta neste projecto (administracdo
intra-ocular do aliscireno) consiste numa
intervengdo mais directa a nivel de inibicdo duma

das principais vias que contribui para o
desenvolvimento das doengas oculares. Assim
acreditamos que o aliscireno trard grandes

beneficios em relacdo a outros inibidores do sistema
renina-angiotensina normalmente usados no
tratamento de patologias oculares..




Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdao
utilizados?

Serdo utilizados aproximadamente 100 murganhos
(Mus musculus).

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais s3ao os efeitos
adversos esperados e o grau
provavel/esperado de severidade? O
que acontecerd aos animais no
final da realizacdo do projeto?

Neste projecto ira ser administrado aos animais
aliscireno através de injec¢des intra-oculares. As
injeccdes serdo realizadas exclusivamente por
investigadores devidamente treinados e certificados
pelo que esse facto garantirda o minimo de dano ou
dor aos animais. Apds a injeccdo, e de acordo com
os dados preliminares dos estudos in vitro, os
animais serdo mantidos por um periodo de tempo.
Apds esse tempo os animais serao sacrificados.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

As primeiras tarefas deste projecto consistem em
optimizar o efeito do aliscireno na inibicdo do
sistema renina-angiotensina. Estes estudos serdao
realizados em modelos in vitro de células da retina.
Visto as doencas oculares afectarem milhdes de
pessoas em todo o mundo, é imprescindivel testar o
efeito do aliscireno em modelos in vivo e, deste
modo, na fase adequada do projecto avangaremos
para modelos animais.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantira que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Neste projecto pretendemos estudar o efeito do
aliscireno em animais com diferentes idades, de
modo a cobrir todos os estadios da doencga (antes,
durante e fase final). Para cada estadio usaremos
unicamente o0 numero minimo de animais
necessario em cada experiéncia, os quais serdo
definidos através de testes estatisticos adequados.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos.
Explique as medidas gerais que serdo
tomadas para minimizar os custos de
bem-estar(danos) aos animais.

Neste projecto usaremos o murganho como modelo
animal. O murganho é um animal de facil
manutencdo e reproducdo em coldnia. O érgao
objecto de estudo neste projecto — olho — é de facil
acesso e com  caracteristicas  anatdmicas
semelhantes ao humano. Os murganhos utilizados
neste projecto estdo devidamente alojados num
biotério certificado e serdo Unica e exclusivamente
manipulados por investigadores treinados que
garantirdo todas as condi¢Ges de conforto e bem-
estar antes, durante e apds os procedimentos.

Titulo do projeto

Caracterizagdo do mecanismo molecular envolvido
na retencdao de esporozoitos de Plasmodium nos
sinusoides hepaticos

Duracdo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Plasmodium, figado, malaria, infecao,

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Art2 59)

Investigacdo fundamental

Investigacao translacional ou

aplicada Sim

Uso regulamentar e producdo de




rotina

Protecdo do ambiente natural no Nao

interesse da saude ou do bem-estar

do homem ou dos animais

Investigacdo destinada a Nao

conservacgao das espécies;

Ensino superior ou formagdo para Nao

aquisicdo, manutencdo ou melhoria

das qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina ~
Nao

legal

Manutengdo de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados *

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem
abordadas, etc).

Este projeto tem como foco a fase pre-eritrocitaria
da infeccdo por Plasmodium e recorre a
combinacdo de abordagens de biologia molecular,
biologia celular e técnicas de imagem em tempo
real para:

1. Caracterizagdo do mecanismo molecular
envolvido na retencdo de esporozoitos de
Plasmodium nos sinusoides hepaticos;

2. Estudar a contribuicdo do figado como orgao
linfoide durante a fase pre-eritrocitdria;

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Com este projeto pretende-se contribuir para o
desenho racional de uma vacina que interfira com
a fase hepdtica do Plasmodium deciferando para
tal mecanismos moleculares que se estabelecem
entre o parasita e o hospedeiro

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdao
utilizados?

Murganhos: NMRI/ Swiss/Balb/c /C57BI6
Ratos: Wistar
Estima-se a utilizagao anual de 800 animais.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdao os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecerd aos
animais no final da realizagdo do
projeto?

O grau de severidade provavel é ligeiro. Os animais
infectados com esporozoitos ou formas sanguineas
de Plasmodium vdo ser mantidos em experiéncia
apenas durante a fase assintomdtica da infegdo
sendo posteriormente eutanasiados.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)
Refira a razdo por que precisa usar
animaise por que ndo pode
usar alternativas ndo-animais

O ciclo de vida do Plasmodium divide-se entre dois
hospedeiros principais. Um hospedeiro mamifero e
um hospedeiro invertebrado nomeadamente o
mosquito fémea Anopheles. Por sua vez, em cada
hospedeiro o parasita diferencia-se em varios
estadios. Atualmente ndo existem técnicas que
permitam a realizagdo da totalidade do ciclo de
vida do parasita in vitro, pelo que é necessaria a
utilizacdo de modelos animais nomeadamente,
rato e ratinho. Nas espécies de parasitas que
infectam os roedores, o ciclo sanguineo ndo é
reprodutivel in vitro. Como tal, os parasitas tém




gue ser propagados no sangue dos animais. No
entanto para as nossas experiéncias ndo sao
necessarios a obtencdo nem de elevados niveis de
parasitemia nem do aparecimento de
complicagdes. Relativamente aos estudos na fase
pre-eritrocitaria, algumas experiencias podem ser

realizadas in vitro, como por exemplo as
experiencias de infecdo de hepatocitos pelo
parasita. Contudo, alguns estudos deverao

decorrer in vivo, exatamente pelo interesse do
modelo de ratinho. No entanto, a infeccdo
permanecera assintomatica

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantira que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

O desenho experimental foi optimizado de modo a
reduzir o nimero de animais em cada experiéncia
permitindo contudo a aplicacgdo de métodos
estatisticos e a obtencdo de conclusoes.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo por que o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos. Explique
as medidas gerais que serdo tomadas
para minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

No sentido de garantir o bem-estar do animal, as
experiéncias serdo efectuadas por pessoal
devidamente formado e licenciado pela DGV, as
gaiolas terdo enriquecimento ambiental e
“humane endpoints” serdo pré-definidos para
determinar o fim das experiéncias. Para tal os
animais serdo monitorizados diariamente e ser-
Ihes-a fornecida fluidoterapia sempre que percam
10% do seu peso corporal, ou serdo eutanasiados
se perderem 20% do peso corporal.




Titulo do projeto

Biomarcadores e mecanismos na cistite intersticial

Duracdo do projeto

1ano

Palavras-chave (max. 5)

Cistite intersticial; sindrome doloroso vesical;
biomarcadores; recetores adrenérgicos;

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Art2 59)

Investigacdo fundamental Nao

Investigacdo translacional ou

aplicada Sim

Uso regulamentar e producao
de rotina

Proteccao do ambiente
natural no interesse da saude
ou do bem-estar do homem
ou dos animais

Investigagdo destinada a
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacgao
para aquisicdo, manutengao
ou melhoria das qualificacdes
profissionais

Inquéritos no dominio da

- Nao
medicina legal

Manutencdo de coldnias de
animais geneticamente
alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incoégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem
abordadas, etc)

Durante os Uultimos 3 anos o grupo testou a
hipdtese que a BPS/IC é consequéncia de uma
disfungdo do sistema nervoso simpatico. Esta
hipdtese nunca antes tinha sido explorada, apesar
de algumas evidéncias sugerirem que a alteragao
do sistema nervoso simpdtico estd subjacente a
outras patologias dolorosas crdnicas, como é o caso
da sindrome doloroso regional crénico e algumas
formas de dor neuropatica. O grupo acumulou
evidéncias substanciais que suportam esta
hipdétese, quer do ponto de vista clinico quer do
ponto de vista experimental. Nos doentes com
BPS/IC, detetou-se uma hiperatividade do sistema
nervoso simpatico e altos niveis de noradrenalina
na urina, que se correlacionam com a intensidade

da dor. Do ponto de vista experimental,
demostrou-se que a estimulagdo adrenérgica
prolongada induz um estado de hiperalgesia

vesical, induz um aumento da frequéncia urindria e
causa alteragdes morfoldgicas na bexiga do rato
gue imitam as observadas nos doentes com BPS/IC.

Quais sdo os potenciais beneficios
gue possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avancar ou
os seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

Tendo em consideracdo estes achados que
relacionam a BPS/IC com uma disfuncdo do sistema
nervoso simpatico, abrem-se novas oportunidades
de investigacao.




A primeira é na area dos biomarcadores. A falta de
um teste de diagndstico objetivo ndo invasivo para
a BPS/IC dificulta o respetivo diagndstico
diferencial. Mais ainda, até a data ndo existem
testes que ajudem a monitorizar a doenca.
Possuindo dados que apontam um envolvimento
do sistema nervoso simpatico na origem da BPS/IC,
o grupo pode agora explorar biomarcadores
urinarios relacionados com a atividade simpatica,
incluindo a determinacdo de catecolaminas e
respetivas enzimas de metabolizacdo (incluindo a
recentemente descrita renalase). Utilizar-se-do as
urinas dos doentes que se encontram armazenadas
no nosso laboratério.

Outra oportunidade que o nosso estudo prévio
abriu foi o uso de antagonistas dos recetores
adrenérgicos para o tratamento da BPS/IC. Neste
momento, as normas da Associacdo Europeia de
Urologia para a BPS/IC ndo consideram estes
farmacos como op¢do. Contudo, se considerarmos
a presenca de um excesso de atividade simpatica,
estes farmacos surgem como uma opgao logica. No
entanto, é necessaria a identificacdo do subtipo de
recetores adrenérgicos implicados. Isto serda o
objetivo da segunda tarefa.

A terceira oportunidade que os nossos achados
prévios oferecem é a investigacdo da interacdo
entre os recetores adrenérgicos e as vias
nociceptivas, a nivel celular. Tal interacdo nunca foi
investigada mas pode ser relevante ndo sé para se
entender a BPS/IC como também outras patologias
dolorosas. O conhecimento desta via podera
eventualmente contribuir para a identificacdo de
novos alvos terapéuticos que ajudem a criar novos
farmacos analgésicos.

Que espécies de animais e que
ndmero aproximado de animais serao
utilizados?

132 ratos fémeas Wistar, 6 ratinhos fémeas
knockout para alfa 1la adrenoreceptor, 6 ratinhos
fémeas knockout para alfa 1d adrenoreceptor, 6
ratinhos fémeas knockout para o TRPV1 e 18
ratinhos fémeas C57BL6J;

No contexto do que se propde fazer
aos animais, quais sdo os efeitos
adversos esperados e o grau
provavel/esperado de severidade? O
gue acontecerd aos animais no final
da realizacao do projeto?

Moderado.

Serdo sacrificados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Na realizacdo das tarefas utilizam-se animais e




Refira a razao por que precisa usar
animaise por que ndo pode
usar alternativas ndo-animais

alternativa ndo-animais. Os animais sdo usados
somente quando se pretende verificar os efeitos
sistémicos de determinados tratamentos.

2.Reduction (Redugdo)

Expliqgue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

As experiéncias aqui desenhadas visaram o uso
minimo de animais. Os procedimentos a aplicar ja
se encontram estandardizados e como tal o erro
experimental € minimo.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta o0s objetivos.
Explique as medidas gerais que serdo
tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

A escolha dos animais (Wistar, C57BL6J e
transgénicos) deve-se ao fato destes animais
reproduzirem satisfatoriamente o nosso organismo
e por experiéncias anteriores terem usado estas
mesmas espécies, o0 que ird permitir uma
comparacao dos resultados.

Tendo em conta que se trata de estudos que
poderdo envolver algum desconforto ou dor por
parte dos animais, as experiéncias foram
desenhadas para reduzir ao méaximo estes efeitos
nocivos sem comprometer o proprio resultado
experimental.

Efeito da inclusdo de macroalgas na dieta de

Titulo do projeto animais ruminantes nas fung¢bes ruminal e
imunitaria
Duracdo do projeto 5 meses

Palavras-chave (max. 5)

Macroalgas; ruminantes; fun¢do ruminal; funcdo
imunitaria

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Arte 59) *

Investigacdo fundamental N3o
Investigacdo translacional ou ~

. Nao
aplicada
Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina
Protec¢do do ambiente natural no | Sim
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais
Investiga¢ao destinada a Nao
conservacgao das espécies;
Ensino superior ou formagdo para Nao
aquisicao, manutenc¢ao ou melhoria
das qualificages profissionais
Inquéritos no dominio da medicina ~

Nao

legal
Manutengdo de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados *

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem
abordadas, etc)

Durante muito tempo, animais como ovelhas,
vacas e cavalos de regides da costa foram
alimentados com macroalgas. Apesar do potencial
das algas enquanto fonte proteica para animais,
reduzida investigacdo tem sido dirigida para a sua
avaliacdo enquanto ingrediente da dieta. Essa
investigacdo tem sido ainda mais escassa com




animais ruminantes e os estudos que existem
consideram a biomassa ou extratos de alga como
melhoradores da dieta e ndo como ingrediente.
Estes estudos mostram potencial das algas
enquanto ingrediente alternativo, mas a
informacao relativa aos efeitos no rdmen e a
variedade de espécies avaliadas sdo reduzidas.
Que tenhamos conhecimento, ha escassa
informacao relativa ao valor nutritivo de
macroalgas naturalmente recolhidas na nossa
costa ou disponiveis no mercado portugués. Assim
sendo, este projeto tem como objetivo geral
avaliar o potencial de macroalgas como fontes
proteicas na alimentacdo de ruminantes. Dadas as
algas possuirem compostos biologicamente ativos
com conhecidos efeitos benéficos, a funcdo
imunitdria serd avaliada em ensaio in vivo com
borregos.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

No final deste projeto exploratério, esperamos ser
capazes de identificar o potencial das macroalgas
como ingredientes da dieta de animais ruminantes.
Outro beneficio residira na valorizacdo das algas
enquanto recurso natural.

Que espécies animais e nuameros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Serdo utilizados animais da espécie Ovis aries (6
ovelhas e 10 borregos)

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecera aos
animais no final da realizacdo do
projeto?

O grau provavel de severidade @ serd
nenhum/ligeiro, o animal manter-se-a sem
alteragdes fisioldgicas e etoldgicas. Na primeira
experiéncia, as ovelhas manter-se-do vivas apos a
experiéncia, sendo enviadas para o seu alojamento
habitual juntamente com os outros animais da
instituicdo No final da segunda experiéncia, os
borregos serdo eutanasiados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

Sendo objetivo do projeto avaliar o efeito da
inclusdo de macroalgas na dieta de animais
ruminantes na sua fungdo ruminal e imunoldgica, e
tendo nds ja realizado ensaios in vitro de modo a
testar a potencialidade e efeitos das macroalgas, é
essencial estudar no animal vivo.

2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Um numero reduzido de animais pode ndo permitir
detetar efeitos bioldgicos importantes e um
numero elevado de animais pode representar um
desperdicio de recursos. Dada a escassez de
estudos existentes nesta area em particular, ndo
existe informacdo segura do desvio padrao
esperado, pelo que ndo é possivel determinar o
numero de animais a utilizar em cada experiéncia
através da Power Analysis. Assim sendo, foi
utilizada a Resource Equation (ver “Mead R. 1988.




The design of experiments. Cambridge, New York:
Cambridge University Press. 620 p.” e/ou
“Guidelines for the design and statistical analysis of
experiments using laboratory animals. Festing MF,
Altman DG, ILAR J. 2002; 43(4):244-58) baseada na
lei dos acréscimos decrescentes, ou seja, a partir
do momento que a experiéncia atinge uma
determinada dimensao, a adicdo de mais unidades
experimentais fornece muito pouca informacao.
Desta forma, a dimensdao apropriada foi
determinada a partir do ndmero de graus de
liberdade do termo do erro na andlise de variancia
ou teste-t.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objectivos.
Explique as medidas gerais que serdo
tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

Dado o projeto ter como objetivo a avaliacdo do
efeito da inclusdo de macroalgas na dieta de
animais ruminantes na sua funcdo ruminal e
imunoldgica, foram selecionados os ovinos pela
sua facilidade de manuteng¢do. Os animais serdo
alojados em condi¢bes que garantam o seu bem-
estar e os procedimentos terdo um grau de
adversidade nulo.

Titulo do projeto

Terapia de Modulagdo de Splicing para a Distrofia
Muscular de Duchenne

Duracao do projeto

2 anos

Palavras-chave (max. 5)

Terapia, Splicing; Distrofia Muscular de Duchenne

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Art2 59)

Investigacdo fundamental Nao

Investigagdo translacional ou

aplicada Sim

Uso regulamentar e
produgao de rotina

Protec¢do do ambiente
natural no interesse da saude
ou do bem-estar do homem
ou dos animais

Investigagdo destinada a
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacgao
para aquisi¢do, manutengao
ou melhoria das qualificagdes
profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutengado de coldnias de
animais geneticamente
alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,

A Distrofia Muscular de Duchenne é uma doenga
genética hereditdria de transmissdo recessiva
associada ao cromossoma X para a qual ndo se




etc)

conhece cura. Este projecto visa a utilizacdo de
terapia genética recentemente descrita usando
farmacos inovadores para a terapia desta doenca,
num modelo animal, por injecado de um
oligonucledtido terapéutico.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Os beneficios que poderdao derivar deste projeto
serdo a validacdao desta terapia inovadora ao nivel
do modelo animal da doenga.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

A espécie animal a utilizar é a Mus musculus,
prevendo-se a necessidade de utilizacdo de cerca
de 36 animais.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecera aos
animais no final da realizacdo do
projeto?

Os efeitos adversos esperados sao residuais, pois a
espectativa é de que a reposicdao da producdo da
proteina em falta, por baixa que seja, tenha efeitos
benéficos no doente. Os efeitos adversos serdo
diminutos porque a interferéncia com a expressao
genética em geral serd apenas residual. No final do
projecto o destino dos animais sera decidido tendo
em conta a necessidade destes para projectos
subsequentes.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

Este projecto de validagdo num modelo animal é
subsequente aos resultados promissores
anteriormente obtidos em linhas celulares
cultivadas in vitro.

2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

O numero minimo de animais a utilizar é garantido
por uma cuidada preparacao das experiéncias a
realizar e por uma correcta avaliagio dos
resultados, apds cada experiéncia.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos. Explique
as medidas gerais que serdao tomadas
para minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

A escolha da espécie, mus musculus, foi decidida
por ser o animal mamifero mais usado em
experimentacdo animal e para a qual existem
condicdes de manutencdo no Instituto de
investigacdo em que o projecto se enquadra.
Adicionalmente foi decisivo para a escolha, a
existéncia de um modelo da doenga em estudo.

Titulo do projeto

SweetMic — Utilizacdo de microesponjas "doces"
como armadilha para Helicobacter pylori: uma
nova alternativa para o tratamento da infecgdo
gastrica.

Duracao do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5) Biomateriais; microesferas; guitosano;
Helicobacter pylori; cancro gastrico.
Fim/objetivo do projeto (de acordo Investigacdo fundamental Sim Nao
com Art2 59)
Investigacao translacional ou \ Sim | Nae




aplicada

Uso regulamentar e producdao de | Sim | Nao
rotina

Protecdo do ambiente natural no | Sim | Nao
interesse da saude ou do bem-estar

do homem ou dos animais

Investigagao destinada a | Sim | Nao
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacdo para | Siw | Nao
aquisicdo, manutencdo ou melhoria

das qualificacGes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina | Sim | Nao
legal

Manutengao de coldnias de animais | Sim | Nao
geneticamente alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

Para que a bactéria Helicobacter pylori infecte o
estdbmago, é necessario que esta adira a mucosa
gastrica. Este processo é mediado por adesinas
bacterianas (como a Blood group antigen binding
adhesin - BabA) que reconhecem especificamente
estruturas glicosiladas da mucosa gdastrica
(nomeadamente o Lewis B - Leb).

A nossa equipa demonstrou que ¢é possivel
imobilizar diferentes glicanos em biomateriais, de
forma a produzir

superficies especificas para H. pylori com
diferentes  adesinas  (patente internacional
submetida). Sabendo isto e que individuos

infetados com estirpes H. pylori BabA+ tém risco
acrescido para desenvolver cancro gastrico, este
projecto propde uma alternativa inovadora para o
tratamento da infe¢do gdstrica por H. pylori. A
estratégia baseia-se no desenvolvimento de
microparticulas de quitosano (Mic Ch) decoradas
com receptores Leb, de modo a que, apds
administragdo oral, possam ligar selectivamente H.
pylori e remové-las da mucosa gastrica pelo trato
intestinal.

Prevé-se que as Mic Leb sejam mais eficientes que
as Mic Ch devido a presenca dos glicanos, mas as
Mic Ch sao mucoadesivas e ligam
inespecificamente varias estirpes de H. pylori,
inclusivamente a estirpe SS1 que infecta
murganhos C57BL/6, sendo por isso previsivel que
também estas possam eliminar a infecgdo.

Estes resultados  fornecerao informacgdes
imprescindiveis para o estabelecimento de um
novo tratamento ou profilaxia para a infegao por H.
pylori em humanos, tendo igualmente potencial
para ser usado como terapia complementar a
terapéutica com antibidticos actualmente aplicada.




Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancgar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projecto)?

Helicobacter pylori (H. pylori) coloniza mais de 50%
da populagao mundial, atingindo uma incidéncia de
80-90% em Portugal. A infecdao persistente por esta
bactéria provoca lesdes gastricas que podem
evoluir para gastrite ou mesmo carcinoma gastrico.
A terapia atual, que engloba uma combinacdo de
antibidticos, falha em cerca de 20% dos casos,
resultando na permanéncia de infecdo em
potencialmente cerca de 140 milhdes de pessoas
no mundo. Por este motivo, é urgente encontrar
terapias alternativas.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Neste projeto serdo usados murganhos C57BL/6
(que expressam Leb na mucosa gdstrica) para
testar ex-vivo a eficiéncia das Mic Ch e Mic Leb
para remover/prevenir a infe¢do por H. pylori
(sendo assim possivel usar uma estirpe de H. pylori
BabA+), e in vivo o tempo de retencdo das Mic Ch e
Mic Leb no estémago e a eficiéncia das Mic Ch.

Estd estimado o uso de 92 murganhos C567BL/6
por ano.

No contexto do que propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecera aos
animais no final da realizacdo do
projeto?

Na 32 experiéncia havera necessidade de fazer
varias gavagens pois tanto a infeccdo dos animais
com H. pylori, como a administracao das Mic sao
feitas oralmente por gavagem para garantir a
administracdo do numero certo de bactérias e
microparticulas, respectivamente. Embora ndo
esteja associado a dor, este procedimento é
desconfortavel e. por esse motivo, considero que o
grau de severidade é moderado. Caso a gavagem
seja correctamente realizada ndo se esperam
efeitos secunddrios deste procedimento. Animais
com sinais de pneumonia respiratéria devido a
aspiracdo do conteiudo da gavagem serdo
eutanasiados. Uma vez que todas as experiéncias
pressupdem a andlise do estbmago ou de outros
Orgdos para avaliacdo do resultado, no final de
cada experiéncia todos os animais deverdo ser
sacrificados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

Com o objectivo de evitar o sacrificio desnecessario
de animais, os estudos de citotoxicidade serao
feitos inicialmente in vitro usando uma linha
celular gastrica e sé as concentracbes que se
verificarem ndo téxicas serdo testadas em relagdo
ao tempo retengdo gastrico.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantirda que serao
utilizados os numeros minimos de
animais

Com o objectivo de diminuir o nimero de animais,
a eficiéncia das Mic Ch e Mic Leb sera inicialmente
avaliada num modelo in

vitro usando se¢des de mucosas gastricas incluidas
em parafina. Para além disso, sempre que possivel
os estudos ex-vivo de eficiéncia e in vivo do tempo
de retencdo serdo realizados com animais incluidos




em experiéncias de outros investigadores (grupos
controlo com estdbmagos ndo comprometidos).

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos. Explique
as medidas gerais que serdao tomadas
para minimizar os custos de bem-estar
(danos)aos animais.

Até a data ndo foram identificados modelos
animais de pequeno porte que simultaneamente
expressem Leb e sejam suscetiveis de infe¢do por
estirpes de H. pylori BabA+ (sé o Rhesus Monkey
expressa Leb e é infectado por estirpes de H. pylori
qgue infectam humanos). Assim sendo, neste
projeto serdo usados murganhos C57BL/6 (que
expressam Leb na mucosa gastrica) para testar ex-
vivo a eficiéncia das Mic Ch e Mic Leb para
remover/prevenir a infecdo por H. pylori (sendo
assim possivel usar uma estirpe de H. pylori
BabA+), e in vivo o tempo de retencdo das Mic Ch e
Mic Leb no estdbmago e a eficiéncia das Mic Ch.
Embora ndo seja possivel realizar ensaios de
eficiéncia in vivo com as Mic Leb (relembro que os
C57BL/6 ndo sdo passiveis de infecdo com estirpes
H. pylori BabA+), os ensaios in vivo do tempo de
transito gastrointestinal permitirdo inferir acerca
do tempo de retencdo das Mic no estdbmago,
permitindo planear a posologia a aplicar em
humanos sem inducdo de toxicidade das Mic Ch e
Mic Leb.

Para diminuir os custos de bem estar aos animais,
serd feita uma habituacdo e manipulagcdo prévia
com o intuito de diminuir a ansiedade dos animais
aquando da administragdo das bactérias e
microesferas. Serd também utilizado material de
ninho, como papel, e tubos de cartdo para
enriquecer o alojamento dos animais. Por fim,
durante os periodos de jejum prolongados ou
consecutivos, sera feita a administragcdao de soro
glicosilado de forma a manter a hidratagao dos
animais.

Titulo do projeto

Indugdo de hemogénese em fibroblastos humanos

Duracdo do projeto

24 meses

Palavras-chave (max. 5)

Células estaminais hematopoiéticas Reprogramacao
Fator de transcricao

Transplantagdo

Fibroblasto

Fim/objetivo do projeto (de acordo
com Arte 59)

Investigacdo fundamental Sim Nao

Investigagcdo translacional ou .
. gat Sim Nao

aplicada =

Uso regulamentar e | Sim Nao




producdo de rotina

=2
an
[e)

Proteccdo do  ambiente | Sim
natural no interesse da saude
ou do bem-estar do homem
ou dos animais

=2
an
[e)

Investigacdo destinada a | Sim
conservacao das espécies;

=2
an
[e)

Ensino superior ou formagdo | Sim
para aquisicdo, manutengdo
ou melhoria das qualifica¢des
profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

=2
an
[e)

Sim

P
an
(o)

Manutencdo de coldnias de | Sim
animais geneticamente
alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incognitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem
abordadas, etc)

As células estaminais hematopoiéticas (HSCs)
geram continuamente sangue através da
manutencdo do equilibrio entre a auto-renovacao e
diferenciacdo em todas as linhagens de células
sanguineas. Transplante de HSCs é uma terapia
celular amplamente utilizada em doentes com
doencas hematolégicas. No entanto, existem
limitagdes ja que o transplante alogénico depende
da correspondéncia genética entre dodores e
doentes. Diferengas de histoincompatibilidade,
mesmo em enxertos combinados, resultam
frequentemente no desenvolvimento de quadros
clinicos adversos, tais como GVHD, a rejeicdao do
enxerto e infecgdes. Portanto, sdo necessdrias
fontes alternativas de HSCs especificas para cada
paciente possibilitando a terapia com células
estaminais autdlogas. Tais alternativas podem vir
da inducdo de HSCs a partir de células nao
relacionadas provenientes do paciente.

Quais sdo os potenciais beneficios
que possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avangar ou os
seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

Os objectivos deste estudo envolvem a
programacdo direta de fibroblastos humanos da
derme em células estaminais hematopoiéticas com
a capacidade de se renovar e diferenciar
adequadamente nas diferentes linhagens
hematopoiéticas apds o transplante. Os fibroblastos
serdo reprogramados com a introducdo de fatores
de transcricdo introducdo e transplantados em
ratinhos imunodeficientes. Propomo-nos fazer
estudos no modelo de ratinho que ira langar as
bases para uma eventual aplicagdo das células
estaminais hematopoiéticas programadas em
humanos que necessitem de transplantes de
medula éssea. Alcancar o obectivo deste projecto
representa um beneficio médico directo para
doentes com doencas hematoldgicas. O projecto




pode evar também ‘a identificacdo da combinagao
de fatores de transcricdo minima necessdria para o
estabelecimento da “network” de regulacdo das
células estaminais hematopoiéticas humanas.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Mus Musculus (approximadamente 125 animais em
24 meses)

No contexto do que se propde fazer
aos animais, quais sdao os efeitos
adversos esperados e o grau
provavel/esperado de severidade? O
gue acontecera aos animais no final
da realizacdo do projeto?

O processo de irradiacdo e transplantacdo terdo um
grau de severidade ligeiro. Os animais serao
sacrificados 8 meses apds o transplante. Durante
este period os ratinhos serdo sujeitos a andlise de
sangue periddica.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)
Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que ndo pode
usar alternativas ndo-animais

Ensaios de formacdo de coldnias in vitro
dependentes e independentes de células de
estroma serdo amplamente utilizados antes dos
ensaios de transplantacdo. Estes ensaios dardo uma
indicacdo de quando comecar os estudos in vivo de
uma maneira sistematica. O enxerto em ratinhos
imunodeficientes NSG é o teste final para células
estaminais hematopoiéticas e n3do pode ser
substituido por outros procedimentos.

2.Reduction (Redugédo)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Os numeros serdao reduzidos ao minimo e as
experiéncias de transplante serdo realizadas de um
maneira consecutiva, em vez de transplantes
contemporaneos.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo por que o modelo(s) animal que
serdo usados sdo os mais refinados,
tendo em conta os objetivos. Explique
as medidas gerais que serao tomadas
para minimizar os custos de bem-
estar (danos) aos animais.

Os ratinhos Mus musculos NSG s3o o modelo
animal state-of-the-art usado para estudar
hematopoiese humana (ratinhos humanizados).
Todos os animais estardo sob anestesia inalatdria
para minimizar a dor e sofrimento durante os
transplantes.

Toxoplasmose/Sida: Papel da familia de proteinas

, . disulfito isomerase (PDI) na invasdo da célula

Titulo do projeto . .
hospedeira, pelo agente patogénico Toxoplasma
gondii

Duracao do projeto 2 anos

Palavras-chave (max. 5) Co—infecEéo To>‘(oplasmose/'Sida; PDI; Imunologia;
Interacgdo parasita-hospedeiro

Fim/objectivo do projeto (de | Investigacdo fundamental N3o

acordo com Art® 59) Investigacdo translacional ou aplicada Sim
Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Proteccao do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-estar do
homem ou dos animais




Investigacdo destinada a conservacdo Nao
das espécies;

Ensino superior ou formacdo para Nao
aquisicdo, manutencdao ou melhoria das
qualificacdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencdo de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados *

Descreva os Objetivos do Projeto
(ex., incégnitas cientificas ou
necessidades cientificas/clinicas a
serem abordadas, etc)

Identificar e caracterizar o papel dos membros da
familia PDI (no parasita e na célula hospedeira) no
processo de invasdo da célula hospedeira por T.
gondii, realizando estudos “in vitro” e “in vivo”.

Quais sdo os potenciais beneficios
gue possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avancgar ou
os seres humanos ou outros
animais poderiam beneficiar com o
projeto)?

A identificacdo dos membros da familia PDI que
possam constituir um potencial alvo para o
desenvolvimento de terapias alternativas, na
toxoplasmose humana (assim como noutros animais),
serd uma importante ferramenta na elaboracdo de
novos agentes terapéuticos contra T. gondii.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Balb/C—40
C57BL/6J - 40

No contexto do que se propde fazer
aos animais, quais sdo os efeitos
adversos esperados e o grau
provéavel/esperado de severidade?
O que acontecerd aos animais no
final da realizagdo do projeto?

O grau de perturbagdo a provocar no animal serd
ligeiro. Os animais serdo eutanasiados a seguir a
experiéncia.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo porque precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

A experimentacdo animal é necessdria para que os
resultados, sobre o potencial alvo terapéutico,
identificados e caracterizados neste projecto possam
serem inferidos para o Homem.

2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os nimeros minimos de
animais

Foi efectuada a andlise estatistica para garantir que
eram utilizados o nimero minimo de animais, e obter
resultados estatisticamente significativos.

3.Refinement (Refinamento)
Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal
que serdo usados s3o 0s mais
refinados, tendo em conta os
objetivos. Explique as medidas
gerais que serdo tomadas para
minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

A selecgdo das estirpes a utilizar fundamentou-se na
literatura disponivel, para a realizagdo de ensaios
idénticos aos propostos neste projecto. Serdo
adoptadas as medidas de boas praticas de
experimentacdo animal de modo a minimizar os
danos aos animais.

Titulo do projeto

Mecanismos neurofisioldgicos do envelhecimento:
visdo inovadora de conceitos antigos

Duracdo do projeto

24 meses




Palavras-chave (max. 5)

Envelhecimento, plasticidade sinaptica, memoria,
receptors NMDA, memantina

Fim/objetivo do projeto (de acordo | Investigacdo fundamental Sim
com Arte 59) Investigacdo  translacional  ou ~
. Nao

aplicada
Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina
Protec¢do do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais
Investigagao destinada a Nao
conservacao das espécies;
Ensino superior ou formacdo para Nao
aquisi¢cdo, manuten¢ao ou melhoria
das qualificacGes profissionais
Inquéritos no dominio da medicina N3o
legal
Manutenc¢do de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados *

Descreva os objetivos do projeto (ex., | Caracterizar  os mecanismos moleculares

incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas,
etc)

subjacentes as alteracbes da LTP em animais
envelhecidos.

Quais sdo os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avangar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

Temos como objectivo entender os mecanismos
neurofisioldgicos subjacentes as alteragbes da LTP
e determinar o seu significado funcional. Decifrar
as implicagdes sobre como tratar o declinio
cognitivo em idosos é também um objectivo a
alcancar.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Serdo usados cerca de 180 ratos machos Rattus
norvegicus, Wistar

No contexto do que se propde fazer
aos animais, quais sdo os efeitos
adversos esperados e o0 grau
provavel/esperado de severidade? O
gue acontecera aos animais no final
da realizacao do projeto?

Os animais usados para ensaios comportamentais
serdo sacrificados para serem usados em
experiéncias de electrofisiologia. Estes animais
serdo submetidos a administracdo de farmaco (ja
usado nos humanos) - procedimento de severidade
ligeira.

Os animais usados para registos electrofisiologicos
in vivo serdo sacrificados imediatamente apds o
registo que é feito com o rato anestesiado.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

Este estudo foca-se principalmente nos
mecanismos  subjacentes a memoéria e
aprendizagem e como tal o uso de animais é
fundamental.

2.Reduction (Redugdo)
Explique como garantira que serdo
utilizados os numeros minimos de

O numero de animais serd o mais reduzido
possivel. Contudo por ser um estudo a ser
realizado ao longo do envelhecimento ter-se-do de




animais

usar muitos animais para que se possam repetir
todas as condicdes em ratos novos e velhos.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal que
serdo usados sdao os mais refinados,
tendo em conta os objetivos. Explique
as medidas gerais que serdao tomadas
para minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

Este estudo fundamenta-se em estudos anteriores,
nos quais se usaram animais da espécie Rattus
norvegicus, a fim de se poderem fazer
comparagdes com dados anteriores a espécie sera
mantida. Todos animais serdo manipulados por
investigadores credenciados e treinado para o
efeito.




Titulo do projeto

Determinagdo do perfil de activacdo macrofagico
durante a infecao por Toxoplasma gondii: papel da
progesterona

Duracdo do projeto

48 meses

Palavras-chave (max. 5)

Toxoplasmose, Macroéfago, Progesterona, Infecao
congénita.

Fim/objetivo do projeto
(de acordo com Arte 59) *

Investigacao fundamental Sim*
Investigacao translacional ou | Sim*
aplicada

Uso regulamentar e producdo de
rotina

Proteccdao do ambiente natural no
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais

Investigacdo destinada a
conservagao das espécies

Ensino superior ou formagdo para
aquisicdo, manutencdo ou melhoria
das qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina
legal

Manutencdo de coldnias de animais
geneticamente alterados *

Descreva os Objetivos do Projeto
(ex., incognitas cientificas ou
necessidades cientificas/clinicas a
serem abordadas, etc)

Neste projecto, pretendemos estudar quais os
mecanismos imunolégicos subjacentes aos
fendmenos patoldgicos decorrentes da infeccdo
congénita utilizando como modelo de estudo a
infeccdo de murganhos durante o segundo terco da
gestacdo do T. gondii.

Quais sdo os potenciais beneficios
gue possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avancar ou
os seres humanos ou outros animais
poderiam  beneficiar com o
projeto)?

Pretende-se que os resultados obtidos neste trabalho
permitam a concepgao de novas
imunoterapias/vacinas para a prevencdo da
patologia, melhorando os métodos de produgdo e o
estado de saude animal.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Murganho e aproximadamente 100 animais.

No contexto do que propde fazer
aos animais, quais sdo os efeitos
adversos esperados e o grau
provavel/esperado de severidade?
O que acontecerd aos animais no
final da realiza¢do do projeto?

Os animais serdo utilizados no segundo ter¢co da
gravidez evitando desta forma a indu¢do do aborto
qgue normalmente ocorre se a infecgdo é iniciada no
primeiro terco da gravidez e por outro lado evita a
infeccdo congénita que normalmente ocorre durante
o ultimo terco da gravidez possibilitando ao mesmo
tempo, a obtencdo de resultados e observagées
validas para o trabalho desenvolvido, considerando-
se assim uma severidade moderada. No final de
realizacdo dos protocolos experimentais, os animais
serdo eutaniziados

Aplicacao dos 3Rs




1.Replacement (Substituicdo).
Refira a razdo por que precisa usar
animais e por que nao pode usar
alternativas ndo-animais

Estudos in vitro demonstraram que a progesterona
tem um papel na regulagdo de determinadas células
do sistema imunoldgico, essenciais na manutencao
da gravidez. No entanto, até agora nao foi possivel
determinar este efeito in vivo e no contexto de
infecdo por T. gondii. Assim, este projecto visara
avaliar o efeito da infe¢do nos niveis de progesterona
e viceversa, o perfil de ativacdo de leucécitos durante
a gestacdo e infecdao e o efeito da progesterona na
activacao de determinadas células do sistema imune,
desta forma estabelecendo relagdes da modulacao
da activacdo das populacdes leucocitdrias com os
niveis de progesterona produzidos. Assim, ja foram
realizados estudos in vitro demonstrando que a
progesterona tem um efeito na modulacdo da
ativacdo dos leucdcitos, sendo necessario a
realizacdo de estudos in vivo que permitam validar os
resultados obtidos e que sejam extrapolaveis

2.Reduction (Reduc¢do). Explique
como garantird que serdo utilizados
0s numeros minimos de animais

A utilizacdo programada de um numero minimo de
animais (5 por grupo) permitird chegar a resultados
conclusivos e validos (foi efetuada a “power analysis”
para determinagdo do tamanho da amostra) e serd
realizada posteriormente a andlise da variancia
(ANOVA) dos resultados obtidos. A analise dos
resultados obtidos com murganhos gestantes serd
realizada recorrendo ao teste “2-Way ANOVA
without interaction”;

3.Refinement (Refinamento).
Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal
que serdo usados sdo 0s mais
refinados, tendo em conta os
objetivos. Expliqgue as medidas
gerais que serdao tomadas para
minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

Todos os procedimentos animais serdo realizados de
forma a minimizar o sofrimento dos animais. Assim,
os animais serdo utilizados no segundo terco da
gravidez evitando desta forma a indu¢do do aborto
que normalmente ocorre se a infecgao é iniciada no
primeiro terco da gravidez e por outro lado evita a
infeccdo congénita que normalmente ocorre durante
o ultimo terco da gravidez possibilitando ao mesmo
tempo, a obtencdo de resultados e observacGes
validas para o trabalho desenvolvido. Para o estudo
do efeito da infecdo na activacdo leucocitaria e
determinacdo dos niveis de progesterona, irdo ser
utilizados dois grupos de murganhos: um grupo de 5
murganhos gestantes (controlo) e um grupo de 5
murganhos gestantes infetados em cada experiéncia.
No entanto, se por algum motivo forem observados
os “human endpoints” estabelecidos no biotério, os
animais serao imediatamente eutanasiados
(verificacdo no projeto piloto que tal ndo acontece).
Os murganhos serdo eutanasiados por inalagdo com
isofluorano e posterior deslocamento cervical.







