Resumos nao-técnicos de projetos autorizados em 2016

Titulo do projeto

Desenvolvimento de uma vacina contra a
hepatite B da mucosa: estudos de projeto e
mecanisticos de um sistema protétipo de
distribuicdo polimérica multicomponente

Duracdo do projeto

3 anos

Palavras-chave (max. 5)

Adjuvantes, vacinas, nanopartculas, polimeros

Fim/objetivo do projeto (de acordo com | Investigagdo fundamental Nao
Art@ 59)
Investigacdo translacional ou Sim
aplicada
Uso regulamentar e producdo N3o
de rotina
Protecdo do ambiente natural N3o
no interesse da saude ou do
bem-estar do homem ou dos
animais
Investigacdo destinada a Nao
conservacdo das espécies;
Ensino superior ou formagao Nao
para aquisi¢ao, manutengdo ou
melhoria das qualificagdes
profissionais
Inquéritos no dominio da N3o
medicina legal
Manutencdo de coldnias de N3o
animais geneticamente
alterados
Descreva os Objetivos do Projeto (ex., | b)Desenvolvimento de nanoparticulas com
incégnitas cientificas ou necessidades | fungao adjuvante de vacinas
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)
Quais sdo os potenciais beneficios que | Desenvolvimento de vacinas orais e

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

intranasais e ou desenvolvimento de vacinas
terapéuticas

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Murganhos (aprox 150)

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

Durante a experiéncia o procedimento mais
severo sera a recolha de sangue para avaliar o
fitulo de anticorpos e sera feito sob ligeira




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

anestesia. No final os animais sdo

eutanasiados com anestesia.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢ao)

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

N3o existe alternativa no momento

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantird que serdo
utilizados os nimeros minimos de animais

Serdo planeadas experiéncias com um ndmero
elevado de animais para que o0s grupos-
controlo possam ser os mesmos para as
diversas formulagGes em avaliacdo

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 animais escolhidos sdo as espécies usadas
normalmente para estudos de imunologia.
Cada grupo animal serd constituido por um
nuimero de elementos entre 3 e 6 animais e
cada grupo ficard numa caixa individual de
modo a conferir espaco suficiente e assim
minimizar situa¢cdes de stress. Os animais
terdo livre acesso a 4gua, alimentacgdo
adequada e ciclos de luz/escuriddo de acordo
com o estimulado nos protocolos de bem-
estar animal.

Titulo do projeto

Projeto Tec12013

Duracao do projeto

2 anos

Palavras-chave (max. 5)

Depressao, antidepressivos, dieta

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

Investigacdo fundamental N3o

Investigacdo translacional ou Sim

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

Investigacdo  destinada a Nao

conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacao Nao

para aquisicao, manutengdo ou

melhoria das qualificagdes

profissionais

Inquéritos no dominio da ~
. Nao

medicina legal

Manutencdao de coldnias de Nao

animais geneticamente

alterados

Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades

A depressio é uma doenca psiquiatrica
comum e incapacitante que se encontra entre




cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

as cinco principais causas de doenca em todo
o mundo, contribuindo para um aumento
significativo da morbilidade e mortalidade.
Neste estudo propde-se testar a eficdcia de
uma associacdo de farmaco e composto
bioenergético, na presenca de racdes
diferentes (rac¢do 1 e 2), no tratamento da
depressdo, utilizando o modelo animal de
depressdao induzida por stresse crénico
imprevisivel.

Quais sdao 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)?

Com este projeto pretende-se desenvolver
uma associacdo farmacéutica para uso clinico
em situacbes de depressdao. Mais ainda,
espera-se com este estudo perceber o efeito
que a ingestdo de uma dieta hipercaldrica
pode causar na eficacia dessa
associacdo/farmaco.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Murganhos, Estirpe C57BI6, 200 animais

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

Os procedimentos realizados tém um grau de
severidade de moderado a severo, no entanto
serdao implementados humane endpoints em
todas as experiéncias. Apds a realizacdo do
projeto os animais serao sacrificados e os
tecidos recolhidos e utilizados para estudos
posteriores.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

7

A depressdao é uma patologia do sistema
nervoso em que multiplos circuitos neuronais
sdo afectados sendo por isso impossivel de
mimetizar in vitro. Os modelos animais de
doenga sdo Unicos e insubstituiveis para
validar a eficicia/seguranca de farmacos antes
de avangar com os ensaios clinicos em
humanos, ndo havendo qualquer alternativa
ao uso de animais nesta fase.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantira que serdo
utilizados os nimeros minimos de animais

Os animais serdo distribuidos por grupos de
10 animais, de forma a conseguir obter
resultados significativos estatisticamente,
evitando repetir a realizacdo da experiéncia,
como determinado pela power analysis
efectuada e a experiéncia do grupo na analise
de alteragdes do sistema nervoso.

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

Os animais alojados individualmente serao
manipulados diariamente, com coloca¢ao de
comida e agua. O alojamento individual é
essencial neste estudo, ndo s6 para induzir o
estado depressivo, bem como para controlar a
ingestdo didria de ragdo. Animais que
apresentem perda de peso superior a 10% do
peso inicial receberao fluidoterapia e animais




animais.

gue apresentarem perda de peso superior a
20% do peso inicial serdo eutanasiados com
sobredose anestésica. Nenhum animal serd
reutilizado e todos os procedimentos serdao
efetuados
experiéncia na realizacdo deste protocolo e
com formacdo na drea de ciéncias de animais
de laboratédrio.

por um investigador com

O projeto sera submetido a avaliacdo retrospe

tiva no final da sua realizacao.

Titulo do projeto

Mecanismo molecular de transferéncia de
melanina na pigmentacao da pele

Duracdo do projeto

18 meses

Palavras-chave (max. 5)

Pigmentacao da pele
Transferéncia de melanina
Trafego intracelular
GTPases Rab

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

Investigacdo fundamental

Investigacdo translacional ou
aplicada

Uso regulamentar e produgao
de rotina

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

Investigagdo destinada a
conservagdo das espécies;
Ensino superior ou formagao
para aquisicdo, manutengdo ou
melhoria das qualificagdes
profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutenc¢do de coldnias de
animais geneticamente
alterados

Sim

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

0s

Confirmar o papel da Rabl1lb e de alguns dos
seus efectores no processo de transferéncia de
melanossomas, entre os melandcitos e os
queratindcitos da pele, in vivo.

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)?

Este estudo vai ajudar a clarificar os
mecanismos moleculares que regulam a
exocitose e a transferéncia de melanina na
pele, e pode conduzir ao aparecimento de
novas estratégias para modular a pigmentacdo
da pele com aplicagdo no tratamento de
problemas de saude relacionados com a
pigmentacdo da pele, podendo também levar a
criacdo de novos produtos para utilizacdo na




industria cosmética.

Que espécies animais e nimeros aproximados
de animais serdo utilizados?

Serdo utilizados murganhos transgénicos SCF
em numero de 10.

No contexto do que propde fazer aos animais,
qguais sdao os efeitos adversos esperadose o
grau provavel/esperado de severidade? O que
acontecerda aos animais no final da realizacao
do projeto?

Nao sdo esperados efeitos adversos provaveis
para além da severidade Ligeiro.

No final da realizacdo das experiéncias os
animais serdo sacrificados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Tendo sido ja realizados estudos preliminares
em cultura de células e tendo sido
identificadas moleculas cuja modulacgao in vitro
forneceu resultados relevantes, pretende-se
agora estudar os efeitos dessa modulagdo in
vivo como progressdo e translacdo das
actividades experimentais ja efectuadas.

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

Sé serdo estudados os candidatos previamente
seleccionados através de experiéncias 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 serdo
tomadas para minimizar os custos de bem-
estar (danos) aos animais.

Os murganhos SCF possuem melandcitos
distribuidos de forma homogénea em toda a
epiderme, ou seja, contrariamente as estirpes
“wild type”, que sé tém melandcitos nos
foliculos pilosos, os murganhos SCF tém
melandcitos em contacto com queratindcitos
em toda a pele inter-folicular. Por essa razao
tém pele escura em todo o corpo. Visto
pretender-se realizar uma modulagdo da
transferéncia de melanossomas dos|
melandcitos para os queratindcitos in vivo
mediante a aplicagdo tdépica de siRNA
incorporado em lipossomas, é Util a realizagdo
desta experiéncia que a superficie cutanea
onde sdo aplicados os lipossomas tenha
melandcitos em toda a sua extensdo e ndo
apenas nas unidades foliculares.

As medidas gerais que serdao tomadas para
garantir o bem estar animal s3o as
preconizadas pelos organismos internacionais
e nacionais relativamente a esta matéria.

Titulo do projeto Posi

cionamento do nucleo em fibras musculares

Duracao do projeto 5an

[N

Palavras-chave (max. 5) nucleo, musculo esquelético, citoesqueleto, traide

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

com Arte 5¢) * Investigacdo  translacional ou Sim
aplicada
Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina




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

Investigacdo destinada a Nao

conservagao das espécies;

Ensino superior ou formagdo para Nao
aquisicao, manutengao ou
melhoria das qualificagGes

profissionais

Inquéritos no dominio da medicina

Nao
legal

Manutengdo de coldnias de Nao

animais geneticamente alterados

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

As fibras musculares, a unidade do musculo
esquelético, sdo as maiores células do corpo
humano e sdo multinucleadas. Em fibras adultas,
os nucleos encontram-se na periferia da fibra
muscular. No entanto durante a regeneragio
muscular e em diferentes doengas musculares, os
nucleos estdo no centro da fibra. Este projecto
tem como objectivo perceber porque é que o
nucleo se relocaliza na fibra muscular e como
este posicionamento influencia a funcdo do
musculo.

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)?

O posicionamento do nucleo nas células é
importante para a fun¢do de diferentes tecidos
(musculo, cérebro, intestino, etc). Perceber a
fungdo do posicionamento do nucleo permite
aumentar o conhecimento do funcionamento
destes diferentes tecidos.

e numeros
serao

Que espécies animais
aproximados de  animais
utilizados?

Serdo utilizados murganhos, cerca de 4000 recém-
nascidos e 1000 adultos

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

Os unicos efeitos adversos sao relacionados com a
cirurgia prevista no protocolo 2. Por forma a
minimizar estes efeitos serdo utilizados
anestésicos e analgésicos apropriados. O nivel de
severidade é moderado e no final do projecto os
animais serdo eutanasiados para recolha de
drgdos.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo)

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

O protocolo que envolvemos in vitro, utilizando
células purificadas de animais recém-nascidos
permite uma reducdo extrema do numero de
animais. Multiplos laboratérios tentaram utilizar
alternativas ndo-animais e os resultados tém sido
negativos, ndao havendo por isso, actualmente,
uma alternativa.

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

Os numeros de animais sdo baseados em cerca de
7 anos de experiéncia com os mesmos protocolos
e sdo os minimos necessarios para se garantir




animais

significancia estatistica a um nivel de 95% de
confianga.

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.

O musculo de murganho tem propriedades
semelhantes ao musculo humano, e o nimero de
células obtidas por animal é muito elevado, tendo
em conta outras espécies de roedores. Assim
sendo, o uso de murganho permite uma reducao
significativa do nimero de animais.

No protocolo 2, é utilizada Anestesia total,
seguida de analgesia por um periodo de varios
dias para minimizar o mal-estar dos animais. Os
animais sdo alojados em grupo e com
enriqguecimento ambiental (manto de ninho e
esconderijo)

Titulo do projeto

Desenvolvimento terapéutico de farmacos anti-
tumorais em modelos animais de cancro

Duracdo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Farmacos, cancro, anti-tumorais

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

Investigacdo fundamental N3o
Investigacdo  translacional ou Sim
aplicada

Uso regulamentar e produgdo de N30
rotina

Protec¢do do ambiente natural no

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

Investigagdo destinada a N3o
conservagdo das espécies;

Ensino superior ou formagao para

aquisigao, manutengao ou N3o
melhoria das qualificagOes

profissionais

Inquéritos no dominio da medicina N3o
legal

Manutencdo de colénias de N3o
animais geneticamente alterados

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

O objectivo do projecto é o desenvolvimento de
farmacos com efeito anti-tumoral, com poucos
efeitos  secunddrios, que  possam  ser
administrados isoladamente ou em conjunto com
outras terapias ja em vigor.

Quais sdao 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 farmacos a desenvolver poderdo permitir um
efeito anti-tumoral sem as desvantagens
associadas as terapias actualmente disponiveis
para pacientes com diferentes tipos de cancro.

numeros
serao

animais e
de animais

Que espécies
aproximados

Murganhos: estirpe Balb/C — cerca de 180
animais/ano; estirpe: Balb/C nude — cerca de 60




utilizados?

animais/ano; estirpe: C57BL/6) — cerca de 20
animais/ano

No contexto do que se 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 realizagdo do
projecto?

Efeitos esperados incluem perda de peso (inferior
a 20% do peso inicial), e de apetite, assim como
perturbagdo da postura erecta, entre outros
sinais de desconforto, que ndo devera ser mais
do que moderado. Apds a finalizacdo das
experiéncias, os animais serdo eutanizados, de
acordo com os protocolos descritos no projecto.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)
Refira a razdo por que precisa usar
animaise por que n3ao pode
usar alternativas ndo-animais

O objectivo do projecto é a producdo de
farmacos anti-tumorais, cujo potencial como
terapias ou profilaticos pode apenas ser avaliado
num organismo modelo, ndo havendo ainda
nenhuma tecnologia alternativa disponivel (quer
in silico, quer in vitro), que permita mimetizar na
sua totalidade a interaccdo entre os vdrios
componentes do sistema imunitario.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Os numeros de animais a utilizar serdo
determinados com base em testes estatisticos,
gue permitem calcular o nimero minimo de
animais a utilizar, tendo em conta o grau de
robustez pretendido e o tipo de andlise que se
pretende fazer da experiéncia.

3.Refinement (Refinamento)

Expligue 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.

Serd utilizada anestesia sempre que se justificar e
for possivel, isto é, se o procedimento provocar
mais desconforto do que o préprio procedimento
da anestesia. Os animais serdo também
anestesiados antes de proceder a sua eutandsia.
Todos os protocolos que envolvam manipulagdo
de animais serdo praticados por operadores com
treino especifico, e tendo sempre em
consideracdo as boas praticas de experimentacdo
animal.

Titulo do projeto

Abordagens quimicas a produgao de glicovacinas
neutralizantes

Duracdo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Vacinas, glicoproteinas, glicoconjugac¢ao

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

Investigacdo fundamental N3o
Invgstlgagao translacional ou Sim N3o
aplicada

Uso regulamentar e producao de Nao
rotina

Protecdao do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-

estar do homem ou dos animais

Investigacdo destinada a Nao
conservacgao das espécies;




Ensino superior ou formacdo para Nao
aquisigao, manutencgao ou

melhoria das qualificacdes

profissionais

Inquéritos no  dominio da N3o
medicina legal

Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente alterados

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

O objectivo principal do projecto é a criagcdo de
um conjunto de candidatos a vacina que possam
ter efeitos protectores contra Influenza

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 projeco)?

O principal beneficio serd a criagdo de um
candidato a vacina anti-Influenza, de efeitos
neutralizantes, e com um conjunto de beneficios
(listados no projecto) relativamente ao modelo
actual desta vacina

numeros
serao

Que espécies animais e
aproximados de  animais
utilizados?

Murganhos: estirpe Balb/C — cerca de 120
animais/ano; estirpe: C57BL/6) — cerca de 20
animais/ano

No contexto do que se propode 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
projeto?

Efeitos esperados incluem perda de peso (inferior
a 20% do peso inicial), e perturbacdo da postura
erecta, entre outros sinais de desconforto, que
ndo deverd ser mais do que moderado. Apds a
finalizagdo das experiéncias, os animais serdo
eutanizados, de acordo com os protocolos
descritos no projecto.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituigado)
Refira a razdo por que precisa usar
animaise por que n3ao pode
usar alternativas ndo-animais

O objectivo do projecto é a produgdo de
glicovacinas, cujo potencial para imunizagao pode
apenas ser avaliado num organismo modelo, ndo
havendo ainda nenhuma tecnologia alternativa
disponivel (quer in silico, quer in vitro), que
permita mimetizar na sua totalidade a interacgao

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

entre os varios componentes do sistema
imunitario.
Os numeros de animais a utilizar serdo

determinados com base em testes estatisticos,
que permitem calcular o nimero minimo de
animais a utilizar, tendo em conta o grau de
robustez pretendido e o tipo de analise que se
pretende fazer da 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.

Serd utilizada anestesia sempre que se justificar e
for possivel, isto é, se o procedimento provocar
mais desconforto do que o préprio procedimento
da anestesia. Os animais serdao também
anestesiados antes de proceder a sua eutandasia.
Todos os protocolos que envolvam manipulagao
de animais serdo praticados por operadores com
treino especifico, e tendo sempre em
consideracdo as boas praticas de experimentacdo




animal.

Titulo do projeto

Avaliagcdo de um novo inibidor da COMT (o BIA
9-1067) e a sua comparagao farmacomeétrica
com outros farmacos classicos usados na doenga
de Parkinson.

Duracdo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

BIA 9-1067, levodopa, farmacocinética,
farmacodinamica, doenca de Parkinson.

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

Investigacdo fundamental N3o
Invgstlgagao translacional ou Sim N3o
aplicada

Uso regulamentar e producado de Nao
rotina

Proteccdo do ambiente natural Nao
no 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
aquisicao, manutencao ou

melhoria das qualificacdes

profissionais

Inquéritos no dominio da N3o
medicina legal

Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente alterados

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

O presente projeto tem como objetivo central a
busca de alternativas capazes de aumentar a
eficacia, diminuir os efeitos adversos e contornar
os efeitos indesejados do tratamento prolongado
com levodopa na doencga de Parkinson.

Por um lado, os inibidores da COMT atualmente
presentes no mercado apresentam
inconvenientes relevantes que limitam o seu
sucesso clinico. Desta forma, pretende-se realizar
uma extensa avaliagdo farmacocinética e
farmacodindmica do BIA 9-1067, um novo
inibidor da COMT que surgiu para colmatar a
necessidade de termos disponivel um inibidor da
COMT mais eficaz e ao mesmo tempo mais
seguro.

Por outro lado, com a progressdao da doenca de
Parkinson é frequente os doentes comegarem a
apresentar disfagia, pretendendo-se desta forma
avaliar o potencial da via nasal para
administracdo da levodopa em alternativa a
administracdo oral.

Ao mesmo tempo, esta via alternativa poderd




melhorar a biodisponibilidade na biofase
(cérebro) minimizando a exposigdo sistémica.

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)?

Melhoria da eficdcia e tolerabilidade do
tratamento com levodopa e inibidores da COMT
na doenga de Parkinson e aumento da adesdo a
terapéutica, o que se repercutird numa melhoria
consideravel na qualidade de vida dos doentes
com Parkinson (doenca crdénica que atualmente
ndo apresenta cura).

numeros
serao

Que espécies animais e
aproximados de  animais
utilizados?

Wistar: 100 animais / ano
Murganhos CD-1: 100 animais / ano

No contexto do que se propoe 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
projeto?

Tal como no Homem, alguns efeitos adversos
podem estar associados a terapéutica aplicada,
tais como diarreia, hipotensdo, dor de cabeca,
sonoléncia, alteracdo da coloracdo da urina,
nauseas e vomitos. Contudo, serdo efeitos
adversos suaves a moderados. Durante a
administracdo dos diferentes farmacos em
estudo, a via de administracdo que podera causar
um maior grau de stress/perturbacdo nos animais
serd a via de administra¢do nasal, por ser uma via
de administragdo mais minuciosa e poder
interferir parcialmente com a respira¢do. Ainda
assim, os procedimentos mais delicados
decorrerdao  em condicdes de anestesia
minimizando dor e sofrimento nos animais,
contribuindo para o refinamento  dos
procedimentos. Durante ou no final das tarefas a
executar no projeto, o0s animais serao
sacrificados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo)

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

Os métodos alternativos (in vitro e ex vivo) ndo
permitem avaliar a evolucdo das concentragdes
dos farmacos ao longo do tempo nem
simultaneamente avaliar a farmacodinamica dos
mesmos, além disso, também ndo permitem
comparar vias de administra¢gdo. Desta forma,
para que sejam atingidos os objetivos do
presente protejo é inevitavel a utilizacdo de um
modelo animal vivo, uma vez que apenas o
animal como um todo permite avaliar a evolugdo
das concentragbes plasmaticas, hepaticas, renais
e cerebrais ao longo do tempo e avaliar em
simultaneo a farmacodinamica dos farmacos em
estudo, dados que permitirdo comparar farmacos
e comparar diferentes vias de administracao.

2.Reduction (Redugdo)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Nos diferentes estudos farmacocinéticos e
farmacodinamicos a realizar no presente projeto,
a primeira etapa consistird sempre em
determinar os perfis plasmaticos através de




colheitas feitas no mesmo animal ao longo do
tempo. Este procedimento permitird reduzir o
nimero de animais necessarios nas etapas
farmacocinéticas e farmacodindmicas seguintes,
ajustando/otimizando os tempos de colheita de
acordo com os resultados obtidos na primeira
etapa. Sempre que aplicavel a colheita de
multiplas amostras através da veia da cauda
mediante implante de cateter periférico, é
decisiva para a reducgdo significativa do nimero
de animais.

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 roedores utilizados neste projeto — ratos
Wistar e murganhos CD-1 — foram selecionados
por serem os mais utilizados em laboratdrio, de
facil alojamento, manutencdo e manipulacdo,
com caracteristicas fisioldgicas bem conhecidas.
As medidas gerais que serdo tomadas para
minimizar os custos de bem-estar (danos) aos
animais. procedimentos que provoquem dor nos
animais, sera sempre utilizada anestesia geral ou
local.

Para além disso, antes dos estudos in vivo, os
animais serdo manipulados previamente pelo
operador de forma a minimizar o stress induzido
durante a manipulagdo.

Titulo do projeto

Avaliacao do potencial da via nasal para
tratamentos farmacolégicos tdpicos (locais) e
entrega direta de farmacos ao sistema nervoso
central.

Duracao do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

Administracao intranasal, farmacocinética, testes
comportamentais, infecGes respiratdrias altas,
doencgas neuroldgicas

Fim/objetivo do projeto (de acordo com
Arte 52) !

Investigacdo fundamental

Investigagdo translacional

ou aplicada Sim

Uso regulamentar e
produgdo de rotina

Proteccdo 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
formacdo para aquisicdo,
manuten¢cdo ou melhoria
das qualificagGes
profissionais




Inquéritos no dominio da N3o

medicina legal

Manutencdo de coldnias Nao

de animais geneticamente

alterados 2

Avaliar o potencial da via nasal para administrar
Descreva os Objetivos do Projeto (ex., | farmacos com agdo tdépica ou central,

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

comparando os perfis farmacocinéticos e os
niveis de toxidade com os obtidos apds a
administracdo por vias classicas (oral e
intravenosa).

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)?

Avango importante na terapéutica farmacoldgica

futura das infecOes respiratérias altas e das
doencas  neurolégicas. Proporcionar uma
terapéutica mais segura, administrando doses
efetivas mais baixas de forma a reduzir os efeitos
téxicos sistémicos frequentemente associados as
administracoes orais e intravenosas.

numeros
serao

Que espécies animais e
aproximados de  animais
utilizados?

Ratos Wistar: 200 animais / ano
Murganhos CD-1: 400 animais / ano

No contexto do que se propode 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?

Por se tratar de uma via de administragdo mais
minuciosa (via intranasal), a respiracdo pode
estar ligeiramente comprometida durante um
curto periodo de tempo nos animais, podendo
causar algum stress ligeiro. Tal como no Homem,
alguns efeitos adversos podem estar associados a
terapéutica aplicada; contudo espera-se que por
via nasal ndo se verifiguem estes sintomas. De
qualquer forma, serdo efeitos adversos
suaves/moderados. No final do projeto, os
animais serao sacrificados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Os métodos alternativos (in vitro e ex vivo) ndo
permitem avaliar a evolucdo das concentragdes
dos farmacos ao longo do tempo nem a eficacia
terapéutica do composto apds administracdo
intranasal. O objetivo deste projeto é fazer um
estudo comparativo entre as vias de
administracdo intranasal, oral e intravenosa, o
gue, inevitavelmente, implica a utilizacdo de um
modelo animal vivo.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Uma das etapas deste projeto consistirda em
determinar os perfis plasmaticos através de
colheitas feitas no mesmo animal ao longo do
tempo. Este procedimento permitird reduzir o
numero de animais necessarios nas etapas
farmacocinéticas seguintes,
ajustando/otimizando os tempos de colheita de
acordo com os resultados obtidos. No caso dos
farmacos de acdo central, o estudo da




biodistribuicdo cerebral sera realizado mediante
os resultados farmacocinéticos anteriores de
forma a selecionar os tempos de amostragem
mais importantes e assim minimizar o niumero de
animais a utilizar.

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 roedores utilizados neste projeto - Wistar e
murganhos CD-1 - foram selecionados por serem
os mais utilizados em laboratério, de facil e
econdémico alojamento, manutencao e
manipulagdo, tendo em conta os objectivos.
Caracteristicas fisiologicas bem conhecidas. Nos
procedimentos que provoquem dor nos animais,
serd sempre utilizada anestesia geral. Para além
disso, antes dos estudos in vivo, os animais
habituar-se-d0 ao operador e a alguns
procedimentos, de forma a minimizar o mal-
estar, ficando também o operador mais alerta
dos sinais e temperamento dos seus animais.

Titulo do projeto

Estudo dos mecanismos imunes associados a
susceptibilidade dos recém-nascidos a infecgGes
bacterianas e o desenvolvimento de vacinas

Duracdo do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

InfecBes bacterianas neonatais; GAPDH, vacina,
IL-10, TLR2

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

Investigacdo fundamental Sim
Investigacdo translacional ou Nao
aplicada

Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina

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

estar do homem ou dos animais

Investigagao destinada a Nao
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formagdo para Nao
aquisicao, manutengao ou

melhoria das qualificagGes

profissionais

Inquéritos no dominio da Nao
medicina legal

Manutengdao de coldnias de Nao
animais geneticamente alterados

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

Identificar os mecanismos imunes que estdo
associados a susceptibilidade dos recém-nascidos
a infe¢Oes bacterianas
Desenvolver uma vacina contra as
bacterianas neonatais.

infecOes




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 projeto)?

Como ¢é sabido, os recém-nascidos sdo
extremamente suscetiveis a infecdes bacterianas.
De acordo com dados da OMS, aproximadamente
1 milhdo de mortes que ocorrem por ano sao
devido a sepses neonatal causada por infecdes
bacterianas neonatais. Mais ainda, 30-50% dos
recém-nascidos que sobrevivem a estas infecdes
ficam com sequelas neurolégicas permanentes.
Assim, as infecbes bacterianas em recém-
nascidos sdo responsaveis por um numero
elevado de mortes causando ainda uma elevada
morbilidade.

Os trabalhos experimentais a que nos propomos
neste projecto adicionarao informacao
importante para identificar os mecanismos
imunes que estdo associados a susceptibilidade e
a resisténcia e que sdo essenciais para o
desenvolvimento de uma vacina contra estas
infecBes bacterianas.

Propomo-nos ainda durante a execugcdo deste
projecto desenvolver uma vacina experimental
contra estas infecOes bacterianas.

Esta investigagdo visa a futura aplicagdao desta
vacina em humanos.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Murganhos C56BL/6 WT, BALB/c WT, IL-10 KO e
murganhos TLR2 KO.

No contexto do que se 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 realizagdo do
projecto?

Os ratinhos serdo sacrificados a tempos
diferentes de infecdo para avaliacdo de vdrios
parametros imunoldgicos e neurolégicos.

Alguns ratinhos serdo usados na idade adulta em
estudos de comportamento e avaliagdo de
neurotransmissores, visto que um dos problemas
de algumas destas infe¢cdes neonatais é causarem
alteragGes comportamentais e/ou de
aprendizagem.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituigdo)

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

Iremos sempre que possivel efectuar estudos in
vitro, mas para identificarmos o mecanismo
imune de susceptibilidade deverdao ser feitos
estudos in vivo.

Para testar uma vacina é essencial o uso de
animais.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantira que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Irdo ser feitas experiéncias com diferentes
bactérias ao mesmo tempo para se poder usar os
mesmos controlos e irdo ser feitas experiencias 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 serdo tomadas
para minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

A escolha do murganho prende-se com o facto
deste estudo vir na sequéncia de outros em que
foi utilizada essa mesma espécie. Mais ainda, para
identificarmos os mecanismos imunes iremos
usar animais geneticamente  manipulados
(murganhos deficientes em IL-10 e em TLR2) da
mesma espécie: Mus musculus. As técnicas que
serdo usadas necessitardo de anticorpos, muitos
dos quais so existem para a espécie usada neste
projecto.

A experiencia obtida com os outros projectos
aprovados pela DGAV e efectuados em recém-
nascidos permitiram-nos identificar um conjunto
de sinais que consideramos como Human
endpoints para os recém-nascidos. Assim, os
recém-nascidos serdo sacrificados quando se
verificar auséncia de leite no estdmago (milky
spot), que significa que o animal é incapaz de se
alimentar, logo tera um desfecho menos bom em
algumas horas. Mais ainda, quando perderem
mais de 20% do peso corporal ou quando
apresentarem sinais evidentes de que a infecao
sera letal: rigidez corporal, perda de mobilidade,
alteracdo da cor normal e/ou apresentarem sinais
evidentes de inflamacdo sistémica (vermelhiddo
intensa localizada na zona da infegdo ou dispersa
por todo o corpo). Quando quaisquer uns (ou
varios) destes sinais se mantiverem durante mais
de 12 horas os ratinhos serdo sacrificados por
sobredosagem de um anestésico inalatdrio
(Isofluorano).

No caso dos animais adultos, os animais que ndo
se conseguirem locomover, alimentar ou beber
(expresso pela perda de peso > ou = 20%) e se
manifestarem dor ou desconforto intenso e/ou
duradouro serdo sacrificados por sobredosagem
anestésica (com Isoflurano).

Titulo do projeto

Desenvolvimento de estratégias terapéuticas
para a doenga de Machado-Joseph

Duracao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Ataxia, poliglutaminas, ataxina-3

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

Investigacdo fundamental

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




Investigacao destinada a Nao
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacdo para Nao
aquisicdo, manutencao ou melhoria

das qualificacdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina N3o
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)

Diferentes estratégias para efetuar ensaios pré
clinicos em ratinho para a DMJ, tendo em conta
resultados  promissores  encontrados em
organismos mais simples e valida-los em
mamiferos (ratinhos).

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)?

Poder encontrar candidatos terapéuticos para
poderem ser testados em seres humanos, com o
objetivo de se encontrar um tratamento para
esta doenca incurdvel.

numeros
serao

Que espécies animais e
aproximados de  animais
utilizados?

Mus musculus. Para um ensaio com duas doses
de um composto serdo necessarios 120 animais.

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

No final do ensaio, os animais serdo sacrificados
por decapitacdo para recolha de tecidos e
analises moleculares; ou sacrificados por
exsanguinagao (animais sob anestesia
irreversivel) para estudos neuropatolégicos

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

Para verificar a eficacia de um composto a nivel
motor e neuropatoldgico é necessario usar um
modelo em que estes parametros possam ser
animais avaliados.

2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantird que serdo
utilizados o0s numeros minimos de
animais

Ao fazer o calculo do tamanho da amostra para o
efeito pretendido (50% melhoria no
comportamento) poténcia de 0,8 e significancia
0,05 concluimos que 15 animais por grupo seria o
minimo necessario.

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 estirpe utilizada (C57BI6) é a estirpe mais
utilizada para gerar modelos de doencas
humanas.

O nimero de animais é o minimo possivel para
futuras analises estatisticas. Os animais sdo
observados diariamente pelo investigador; o peso
e o aspeto geral do animal serdo monitorizados
para controlar o bem estar dos animais. Caso se
verifique uma perda de peso de 15 a 20%,
comportamento anormais (estereotipias),
tumores ou feridas numa grande area do corpo,
os animais serdo sacrificados de forma humana.




Titulo do projeto

Determinagdo da causa terminal de morte por
malaria cerebral

Duracdo do projeto

2 anos

Palavras-chave (max. 5)

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

Investigacdo fundamental N3o
Investigagdo  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

Investigacao destinada a Nao
conservacdo das espécies;

Ensino superior ou formacdo para Nao
aquisicdo, manutencao ou melhoria

das qualificacGes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina N3o
legal

Manutencdo de coldénias de Nao
animais geneticamente alterados >

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

A Malaria cerebral é uma das manifestacGes
mais graves da infe¢do pelo parasita
Plasmodium falciparum. Cerca de 10% das
pessoas infectadas com este parasita podem
desenvolver sintomas neurolégicos podendo
levar a morte em 20-30% dos casos,
especialmente em criangas, mesmo sob terapia
anti-malarica. Apesar de se conhecerem alguns
dos mecanismos que levam ao desenvolvimento
de maléria cerebral, a causa terminal de morte
é totalmente desconhecida. Este projecto
pretende dissecar a causa terminal de morte
colocando como hipdtese que a morte ocorre
por compressdo dos centros respiratorios ao
nivel da medula oblongata, (como consequéncia
da formacdo de edema intracraneano).

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)?

Perceber qual a causa terminal de morte por
malaria cerebral, o que permitird direcionar a
terapéutica adjuvante para prevenir a morte.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

185 ratinhos

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

Todos os animais serdo eutanaziados no final da
experiéncia. Durante o trabalho experimental,
dependendo do grupo experimental, alguns
animais ndo sofrerdo qualquer efeito adverso,




animais no final da realizacdo do projeto?

alguns sofrerdo um efeito moderado e outros
severo

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

Para estudar a causa da morte resultando de
uma infecdo é necessario fazé-lo num
organismo inteiro.

2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantird que serdo
utilizados o0s numeros minimos de
animais

As experiéncias sdo planeadas tendo em conta o
numero de vezes que tém que ser repetidas
(para garantir a reprodutibilidade dos
resultados) e o nimero minimo de animais que
garanta uma analise estatistica correcta. O
namero minimo de animais sera usado, sem
prejuizo destes dois factores.

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.

O modelo animal usado esta bem caracterizado
e reconhecido na comunidade cientifica como
reproduzindo uma boa parte da patologia
humana.

Nos grupos experimentais controlo, ndo sendo
necessario obter dados pds mortem, os animais
sdo eutanaziados quando manifestam os
primeiros sintomas de malaria cerebral.

Todos os animais sdo eutaniziados no final das
experiéncias.

O projeto sera submetido a avaliacdo retrospetiva no final da sua realizagao.

Titulo do projeto

Duracdo do projeto

Palavras-chave (max. 5)

Fim/objetivo do projeto (de acordo com

Arte 59)

Estudo da resposta imunoldgica e do efeito

protector contra a neosporose conferido

pela imunizacdo em mucosas com antigénios

de Neospora caninum

40 meses

Neosporose; Vacina

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou Sim

aplicada

Uso regulamentar e produgdo Nao

de rotina

Protecdao 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 formacdo Nao

para aquisicao, manutenc¢ao ou

melhoria das qualificagGes

profissionais

Inquéritos no dominio da ~
- Nao

medicina legal




Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente

alterados

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

O objetivo é ensaiar uma vacina experimental
que se espera seja eficaz contra a neosporose

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)?

Uma vacina eficaz contra a neosporose
evitaria os abortos e nados-mortos que
ocorrem com grande frequéncia nos animais
infetados

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Ratinhos (Mus musculus): 320
Bovinos (Bos taurus): 16

No contexto do que se prop&e 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?

Nos murganhos utilizados ndo se esperam
efeitos adversos detetaveis clinicamente, os
animais serdo sacrificados. Nos bovinos
também ndo se esperam quaisquer efeitos
adversos. Estes animais serdo realojados no
fim da experimentacao.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Estdo previstos estudos in vitro na
caracterizacdo de efeitos imunoldgicos
especificos da vacina. Contudo, ndo é possivel
testar a eficacia de uma vacina e caracterizar
0s mecanismos protetores que ela induz sem
recorrer a experimentacgao in vivo.

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

Foi feito um planeamento estatistico prévio
de modo a garantir robustez de resultados e
assim evitar repeticGes desnecessarias das
experiéncias.

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 murganhos sdo um modelo utilizado para
o estudo da neosporose, amplamente
descrito na literatura internacional, no qual é
possivel  reproduzir as  caracteristicas
patoldgicas essenciais da infecdo que
ocorrem em bovinos, um hospedeiro natural
do parasita N. caninum e o mais relevante
economicamente. Ndo se prevéem danos
significativos nos animais. Contudo prevé-se a
utilizacdo de anestesia ligeira se isso vier a

revelar-se necessario. Embora ndo se
prevendo a necessidade de recurso a
“humane end-points” estes estdo

devidamente estabelecidos.

Titulo do projeto

Comparagao de dispersoes sodlidas amorfas
obtidas por duas tecnologias de produgao -
secagem por aspersao e co-precipitacao

Duracdo do projeto

1ano

Palavras-chave (max. 5)

DispersOoes solidas amorfas, secagem por




aspersao, co-precipitagao

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

Arte 5¢) ! Investigacdo translacional ou .
aplicada Sim
Uso regulamentar e producdo | Sim Nao
de rotina
Proteccdo do ambiente natural | Sim Nao
no interesse da saude ou do
bem-estar do homem ou dos
animais
Investigacao destinada a| S Nao
conservagao das espécies;
Ensino superior ou formacdo | Siwm Nao
para aquisicdo, manuteng¢ao ou
melhoria das qualificacdes
profissionais
Inqu.er.ltos no dominio da Sim N3o
medicina legal
Manutencdo de coldnias de | Sim Nao
animais geneticamente
alterados 2
Caracterizacdo e comparacdao dos perfis

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

farmacocinéticos de duas dispersdes solidas
amorfas obtidas a partir da mesma substancia
activa modelo, mas produzidas por duas
tecnologias diferentes. Andlise SWOT de duas
tecnologias de producdo de dispersdes sélidas
amorfas.

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)?

Exploragdo de novas tecnologias para a
producdo de dispersGes sdlidas amorfas.
Actualmente, as dispersdes sélidas amorfas sdo
uma das plataformas de formulagcdo mais
utilizadas para ultrapassar os problemas de
baixa solubilidade dos novos farmacos.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

100 Murganhos, CD1

No contexto do que se 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?

Ndo s3do esperadas reacgbes adversas ou
secunddrias durante a realiza¢do do ensaio.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

nao
em

nao-animais
observados

Os estudos alternativos
mimetizam os resultados
animais

2.Reduction (Redugao)
Expligue como garantira
utilizados os numeros
animais

que serao
minimos de

Utilizar-se-3o 3 animais por ponto, o qual serd o
ndmero minimo de modo a garantir um valor
real




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.

N3do sendo necessdria uma estirpe susceptivel,
os murganhos sao a espécie animal que mais se
adequa a este estudo atendendo a: espécie
inferior dentro dos roedores, mais facil
manuseamento, custos de manuten¢do mais
baixos, necessidade de menores quantidades
de formulagao.

Titulo do projeto

Aplicacdo de metodologias objetivas e nao
invasivas para avaliagdo de bem-estar em
cavalos de resisténcia equestre

Duracdo do projeto 3 anos
. Cavalo, Endurance, Resisténcia Equestre,
Palavras-chave (max. 5)
Stress,
Fim/objetivo do projeto (de acordo com | Investigacdo fundamental N3o
Arte 5¢) 1 Investigacdo  translacional ou | _.
aplicada Sim
Uso regulamentar e produgdo de Nao
rotina
Prote¢do do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-
estar do homem ou dos animais
Investigagdo destinada a Nao
conservagdo das espécies;
Ensino superior ou formagdo para N3o
aquisicao, manutengao ou
melhoria das qualificagdes
profissionais
Inquéritos no dominio da medicina N3o
legal
Manutengdo de coldnias de Nao
animais geneticamente alterados 2

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

A resisténcia equestre tem tido um crescimento
importante  na  dltima década e a
competitividade tem aumentado fruto do
comércio de cavalos para o médio-oriente.
Tém-se verificado acidentes graves devido ao
aumento das velocidades praticadas
actualmente, os quais nem sempre conseguem
ser prevenidos pelo exame clinico subjectivo,
realizados pelos médicos veterindrios nas
provas. O objectivo deste estudo é determinar
se estes métodos sdo realizaveis em contexto
de prova e se os seus resultados podem
oferecer uma ferramenta mais objectiva para a
identificacdo de problemas precocemente em
cavalos de resisténcia equestre.

Quais sdo os potenciais beneficios que

Reduzir a morbilidade dos cavalos em contexto




possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou 0s seres
humanos ou outros animais poderiam
beneficiar com o projeto)?

de prova através da emissdo de directrizes
baseadas em resultados obtidos a partir de
métodos objectivos ou mesmo aplicacdo de
novas tecnologias em prova.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Equinos. Oitenta animais.

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

Nenhum.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢ao)

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

Trata-se de um estudo pratico em contexto de
prova.

2.Reduction (Reducao)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Ndo sendo métodos invasivos este porto nao se
aplica.

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. Expliqgue as medidas
gerais que serdao tomadas para minimizar
os custos de bem-estar (danos) aos
animais.

N3do ha danos.

Titulo do projeto

Potencial agao neuroprotetora de derivados da
Quiotorfina num modelo animal de Doenga de
Alzheimer

Duracdo do projeto

6 meses

Palavras-chave (max. 5)

Doenca de Alzheimer; Neuroprotecc¢do;
Neurodegeneragao; Quiotorfina

Fim/objetivo do projeto (de acordo com | Investigacdo fundamental Nao
Art? 59)
Investigacdo translacional ou | Sim
aplicada
Uso regulamentar e produgao de Nao
rotina Nao
Proteccdo 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 formacgao Nao
para aquisi¢ao, manuten¢ao ou
melhoria  das  qualificacGes




profissionais

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

animais
alterados

geneticamente

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

Investigar os potenciais efeitos neuroprotetores
de dois derivados da Quiotorfina num modelo
animal de Doenga de Alzheimer. Avaliar-se-a a
acdo destas substancias na fungdo motora, na
memoria de trabalho espacial, na memodria
episddica, na nocicepcdo e nas alteragOes
histopatoldgicas no hipocampo.

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)?

Identificar agentes neuroprotectores em
Doenca de Alzheimer, testando numa fase pré-
clinica, moléculas com elevado potencial
neuroprotector.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Ratos Wistar (Rattus norvegicus).
Serdo usados 48 ratos.

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

O stress estara apenas associado a icv feita sob
anestesia com analgesia pds-operatdria, mas os
ratos irdo recuperar totalmente. Sentirdo
apenas um desconforto, mas ndo antecipamos
que os ratos tenham dor, nem que hajam
complicagbes no controlo motor e na
alimentacdo (food or water intake).

O Método de eutanasia sera por perfusao
intracardiaca sob anestesia profunda.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

As acg¢Bes sobre memdria, comportamento
motor e nocicepgdo, requerem testes em
animais vivos.

2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Irdo ser utilizados 8 animais por subgrupo
experimental, o nimero frequentemente usado
em experiéncias com objectivos e metodologia
semelhante, para permitir analise estatistica
conclusiva




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.

Usar-se-a um modelo animal de Doenca de
Alzheimer bem caracterizado na literatura e
aceite na comunidade cientifica internacional.
Este modelo foi jd usado para testar eventuais
accdes neuroprotectoras de outras substancias.
Testar-se-do0 acgdes potectoras numa fase
precoce da evolucdo da patologia, pelo que, de
acordo com a literatura, ndo se esperam custos
de bem-estar assinalaveis.

Importa também salientar que os animais irdo
ser submetidos a icv sob anestesia e serao
também monitorizados diariamente, com
especial atencdo no periodo pds operatério
(depois da injecdo icv), onde irdo receber a
devida analgesia.

Qualquer sinal de desconforto, que ndo seja
expectavel, serd tido em linha de conta e o
animal serd imediatamente eutanaziado através
de uma dose letal de anestesia ou por narcose
via CO2.

Note-se que os animais irdo estar alojados em
condicGes que garantem o seu bem estar e
salde e terdo acesso a enriquecimento
ambiental (material de ninho e bloco de
madeira para roer).

Titulo do projeto

Valor progndstico de ganglios linfaticos RANK+
em cancro da mama Luminal

Duracdo do projeto

9 semanas

, Biomarcador; via de sinalizacdo RANK/RANKL;
Palavras-chave (max. 5) .
cancro da mama; recidiva
Fim/objetivo do projeto (de acordo com | Investigacdo fundamental N3o
Arte 59) Investigacdo translacional ou i
aplicada 'm
Uso regulamentar e produgao de Nao
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 formacgdo Nao
para aquisicdo, manuten¢dao ou
melhoria  das  qualificagbes
profissionais
Inquéritos no dominio da ~
. Nao
medicina legal
Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente alterados




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

A via de sinalizacdo RANK/RANKL é importante
guer no desenvolvimento de tumores da mama
quer na sua metastiza¢do. Em cancros da mama
triplo-negativos esta via estd associada a
transicao epitélio-mesénquima e aquisicao de
caracteristicas de estaminalidade. No entanto,
ndo se sabe o seu papel especifico na invasao
de tumores do tipo luminal, ou seja, que
expressam o receptor de estrogénios.

Quais sdao 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)?

Os tumores da mama do tipo luminal sdo os
mais frequentes. Apesar de terem melhor
progndstico muitas doentes recidivam. A
descoberta de mecanismos associados a
invasdo tumoral pode abrir caminho ao estudo
de novos biomarcadores de previsdo de risco,
bem como de novos alvos terapéuticos.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

30 ratinhos (Mus musculus)

No contexto do que se 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 grau de severidade imposto pelos
procedimentos serd ligeiro a moderado. O
projecto termina com o sacrificio dos animais
em estudo.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Este estudo in vivo resulta de resultados prévios
em modelos celulares.

2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantird que serao
utilizados os numeros minimos de
animais

s

O numero de animais por grupo é o minimo
para se observarem diferencgas estatisticas.

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.

Serdo usados ratinhos NSG, os mais resistentes
a suplementagdo exdégena com estradiol e mais
receptivos a implanta¢do de tumores.

Todos os procedimentos, excepto injecgdo sub-
cutdnea, serdo feitos com anestesia por
isoflurano.

Titulo do projeto

Via de sinalizagdo IL-7/IL-7R em condig¢des
fisioldgicas e malignas

Duracdo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Leucemia linfobldstica aguda de células-T, IL7,
Receptor da IL7

Fim/objetivo do projeto (de acordo com
Arte 52) !

Investigacdo fundamental Sim
Investigacdo translacional ou Sim
aplicada




Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina

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

animais

Investigacao destinada a Nao
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacgao Nao

para aquisicao, manuten¢ao ou
melhoria das qualificacdes
profissionais

Inquéritos no dominio da

. Nao
medicina legal
Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente
alterados 2

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

A leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-
T) é uma neoplasia hematoldgica agressiva.
Apesar dos avangos no tratamento de LLA-T, os
efeitos secunddrios associados as terapias
existentes, assim como o progndstico dos
doentes que recaem, sdo ainda extremamente
preocupantes. Por estes motivos, é urgente
desenvolver novas estratégias terapéuticas, em
particular estratégias mais especificas, com
menor toxicidade e mais eficazes. Sabe-se que a
sinalizagdo via IL-7/IL-7R contribui para a
patogénese da LLA-T. Estudos realizados no
nosso laboratério identificaram a ocorréncia de
mutacdes no receptor da IL7 em
aproximadamente 10% dos doentes com LLA-T.
Estas mutacBes levam a activacdo constitutiva
desta via que, por sua vez, induz a
transformacdo maligna das células. Neste
projecto, propomos dissecar o papel da
sinalizagdo IL-7/IL-7R em condicBes fisioldgicas
e neoplasicas. Para tal estabelecemos os
seguintes objectivos:

1) Caracterizar o impacto da sinalizagdo
aberrante mediada pelo receptor da IL-7 no
desenvolvimento de células T e em leucemia.

2) Identificar e validar novos alvos e estratégias
terapéuticas para a inibicdo da sinalizacdo
mediada pelo IL-7R em LLA-T.

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)?

A leucemia linfobldastica aguda de células T (LLA-
T) é uma neoplasia hematoldgica agressiva.
Apesar dos avangos no tratamento de LLA-T, os
efeitos secundarios associados as terapias
existentes, assim como o progndstico dos
doentes que recaem, sdo ainda extremamente




preocupantes. Por estes motivos, é urgente
desenvolver novas estratégias terapéuticas, em
particular estratégias mais especificas, com
menor toxicidade e mais eficazes. Os objectivos
estabelecidos neste projecto vao permitir uma
compreensao mais detalhada dos mecanismos
envolvidos na patogénese desta agressiva
neoplasia hematoldgica. Em particular, o
conhecimento gerado neste projeto terd um
elevadissimo potencial na identificacdo de
novas e eficazes estratégicas terapéuticas com
vista a inibicdo da sinalizagdo mediada pelo
receptor da IL-7 em LLA-T. Dado o proeminente
papel da sinalizacdo IL7 noutras neoplasias, os
resultados obtidos neste projecto serdo
igualmente relevantes para outros tipos de
cancro e doengas imunes.

Que espécies animais
e numeros aproximados de

animais serdo utilizados?

Estimamos a utilizagdo de 3500 ratinhos e 5000
peixe-zebra durante os 5 anos do projecto. As
estirpes a serem utilizadas sdo as seguintes:
NOD-Scid — 100/ano

NOD-scid gamma — 50/ano

Lck-Cre —30/ano

huCD2-cre —30/ano

CD4-cre —30/ano

Cre-ER"-30/ano

Hoxa9 transgénicos - 30/ano

Rosa26 WT IL-7R Knock-in — 100/ano

Rosa26 mutant IL-7R Knock-in — 100/ano
Endogenous promoter mutant IL-7R Knock-in —
100/ano

C57BL/6 — 100/ano

Peixe-zebra (Danio rerio) — 1000/ano

No contexto do que se 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 realizacdo do projeto?

Na sequéncia da criagdo de modelos sistémicos
ou subcutaneos de leucemia podera verificar-se
algum desconforto por parte dos animais,
embora estes sejam monitorizados e seja
oferecida analgesia e/ou aplicados limites
criticos. Por outro lado, a criacdo de linhas
geneticamente alteradas envolvera implantagado
cirdrgica de embrides. O grau de severidade
esperado é moderado. No final do projeto, os
animais serdo eutanasiados.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

O nosso grupo tem uma vasta experiéncia na
utilizacao de modelos in vitro para a avaliacao
de factores genéticos, moleculares e celulares
na manutencdo das células leucémicas. No
entanto, estes modelos n3ao permitem a
avaliacdo directa da contribuicdo de diferentes
fatores (nomeadamente de fatores resultantes




do microambiente) na inducao da
transformacado oncogénica e na progressao da
doenca, assim como do beneficio terapéutico
de agentes farmacolégicos. Tal sé pode ser
plenamente caracterizado através da utilizagao
de estudos in vivo, que sdo essenciais para ter
uma profunda compreensdo da biologia da
leucemia e para investigar o potencial clinico de
novas estratégias terapéuticas.

2.Reduction (Reducao)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

As experiéncias a realizar foram
cuidadosamente planeadas de modo a
assegurar que o nimero minimo de animais a
utilizar sera suficiente para gerar dados
estatisticamente significativos. Com base na
nossa experiéncia, para que os resultados
obtidos sejam reprodutiveis com um nivel de
significancia estatistica de 95% de confianga,
devemos utilizar grupos de 5-10 animais. Com
base neste nimero e nas experiéncias a realizar
estimamos a utilizacdo de 3500 ratinhos e 5000
peixe-zebra para a realizacdo deste projecto.

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.

Para atingirmos os objectivos estabelecidos
neste projecto vamos usar um modelo de LLA-T
humana através da xenotransplantacdo de
células de LLA-T em ratinhos
imunocomprometidos. Este modelo permite-
nos testar o impacto do tratamento
farmacolégico na progressao da doenga num
contexto experimental representativo de
células humanas. No entanto, e apesar de este
modelo ter a vantagem de permitir a rdpida
evolugao da doenga, tem o problema de nao
permitir a avaliagdo do sistema imune durante
o desenvolvimento da doenga. Assim sendo
vamos também utilizar ratinhos Knock-in que
nos vao permitir explorar o impacto da
sinalizacdo mediada pelo receptor da IL-7 a um
nivel mais fisioldgico.

Por fim, vamos ainda utilizar o peixe-zebra para
testar a funcdo oncogénica do mutante do IL-7R
e para estabelecer um modelo de leucemia
induzida pelo mutante do IL-7R. Este modelo
animal permite a visualizacdo directa das
células leucémicas o que faz deste um modelo
Unico para investigar o desenvolvimento
tumoral e para o rastreio de drogas. Por outro
lado, por serem considerados inferiores ao
murganho na escala de senciéncia, a utilizacdo
de peixes zebra constitui em si um refinamento.
Os ratinhos sdao mantidos em condigdes livres
de patogénios especificos, em que a




possibilidade de infeccdo é minima. Para
melhorar o bem-estar animal, além das
condicbes de alojamento em condi¢cdes de
barreira  (Specific Pathogen Free, SPF)
adequadas a espécie, sdo utilizadas estratégias
de enriquecimento ambiental.

Titulo do projeto

Determinantes de microRNA do balango entre
células T efetoras e reguladoras in vivo

Duracdo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

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

Investigacdo fundamental Sim
Investigacdo translacional ou N3o
aplicada

Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina

Protec¢do do ambiente natural Nao
no interesse da saude ou do

bem-estar do homem ou dos

animais

Investigacao destinada a Nao
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacdo Nao
para aquisicdo, manuteng¢ao ou

melhoria  das  qualificagdes
profissionais

Inquéritos no dominio da N3o
medicina legal

Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente alterados

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

A resposta imune a antigénios envolve uma
componente inflamatéria que depende de
varias subpopulacées de leucdcitos. Entre
estes, o equilibrio entre as subpopulagdes de
células T efectoras (Teff) e as reguladoras
(Treg), determina o resultado da resposta
inflamatdria. Este quadro estd bem ilustrado
pelos fendtipos clinicos humanos ou os
modelos murinos deficientes em
subpopulagdes especificas de células Teff e
Treg. Em geral as respostas Teff pro-
inflamatdrias sdo essenciais para a imunidade a
infeccdo (e cancro), mas também tém um
potencial notavel para causar doencgas
inflamatdrias crénicas e auto-imunes. Em
contraste, as células Treg estdo capacitadas
com fungdes anti-inflamatdrias potentes, que
inibem as células Teff e promovem a tolerancia
entre a imunidade prépria e os agentes




externos. Isto é altamente benéfico para
prevenir a auto-imunidade, mas podera ser
fortemente prejudicial em contextos de
infec¢ao e cancro. Este fendmeno complexo
justifica a elevada atencdo que as células Teff e
Treg atraem ao longo das ultimas duas
décadas.

Este estudo tem como objectivo determinar o
papel de uma classe importante de reguladores
pos-transcricionais microRNAs (miRNAs), no
desenvolvimento das subpopulagbes Teff e
Treg em condi¢Ges fisioldgicas. O objectivo
principal serd perceber se os mMiRNAs sdo
determinantes no equilibrio entre as
populagdes Teff e Treg in vivo. Serdo
seleccionadas subpopulagdes de células T
relevantes de vdrias estirpes e em varias
condicbes patofisioldgicas, nomeadamente em
modelos de infec¢do e auto-imunidade.

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

Dada a importancia  fisiolégica das
subpopulagdes das células T deste estudo,
esperamos que o conhecimento produzido
tenha um grande valor translacional para o
desenvolvimento de novas abordagens clinicas
contra as infec¢des, cancro e autoimunidade.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

4500 murganhos

O numero final de animais a serem usados nos
procedimentos experimentais, dependerao dos
resultados obtidos, uma vez que estes também
determinarao as estirpes a serem usadas no
futuro do projecto.

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

Os animais serdo infectados com apenas um
dos agentes mencionados e serdo sacrificados
antes que a doenga se comece a manifestar e
desta forma antes dos animais apresentarem
sinais de desconforto.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)
Refira a razdo por que precisa usar

O uso de animais é a Unica forma fisiolégica de
poder estudar o desenvolvimento tumoral e as
interac¢des subjacentes com o sistema
imunitario e perceber de que forma o sistema

animais e por  que nao pode | imune é manipulado e desta forma poder
usar alternativas ndo-animais controla-lo.
Ndo é possivel recriar este modelo sem um
sistema in vivo.
. ~ O numero minimo de animais a usar por
2.Reduction (Redugao) e , . P
. . ~_ | condigdo sdo 5. Os cdlculos foram obtidos com
Explique como garantird que serao . ..
. . . ensaio  estatistico baseado em estudos
utilizados os numeros minimos de ..
L preliminares.
animais

As experiéncias sdo planeadas de forma a obter




0 maior numero de respostas (analisamos
bastantes orgdos de cada animal), o que evita
ter de fazer mais experiéncias, minimizando o
impacto no numero de animais.

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.

Todos os estudos prévios que fundamentam
este projecto foram executados em murganhos.
Para que possa haver comparagdo e
reprodutibilidade entre os vdrios estudos, sera
necessario usar a mesma espécie animal.
Procedimentos que envolvam mais do que uma
injeccdo, sera dada anestesia. Sempre que se
perceber que existe algum sinal de desconforto
serao aplicados os humane endpoints indicados
em cada procedimento. Os Humane endpoints
sdo acgles para evitar ou limitar o desconforto,
dor ou sofrimento de um animal. Dependendo
dos procedimentos, e a titulo de exemplo,
podera ser dada, anestesia, analgésico ou numa
situacdo limite, sacrificar o animal.

Titulo do projeto

Actividade terapéutica de novas moléculas
anticancerigenas em formulagdes lipossomais
em modelo xenografico tumoral

Duracdo do projeto

12 meses

Palavras-chave (max. 5)

Lipossomas, xenografico, anticancerigenos

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

Investigagdao fundamental Nao

Investigacdo translacional ou Sim

aplicada

Uso regulamentar e producdo Nao

de rotina

Proteccdo do ambiente natural Nao

no interesse da salde ou do

bem-estar do homem ou dos

animais

Investigacdo  destinada a Nao

conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacdo Nao

para aquisicdo, manutencgao

ou melhoria das qualificacGes

profissionais

Inquéritos no dominio da -
L Nao

medicina legal

Manutencdo de coldnias de Nao

animais geneticamente

alterados

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

O projeto “Actividade terapéutica de novas
moléculas anticarcerigenas em formulacGes
lipossomais em modelo xenogréafico tumoral”
visa o desenvolvimento de formulacdes de




lipossomas para entrega de farmacos.

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 projecto)?

A realizacdo de experimentacdo animal no
ambito do projecto “Actividade terapéutica de
novas moléculas  anticancerigenas em
formulagdes lipossomais em modelo
xenografico tumoral” serd crucial para a
descoberta de novos tratamentos anti-
tumorais, para o desenvolvimento de novos
vectores que potenciem tratamentos mais
seguros e eficazes

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Serdo utilizados 60 Balb.Scid machos.

No contexto do que se 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?

A inducdo do tumor xenografico requer a
imobilizagdo do animal e consequentemente
serd necessdria a utilizacdo de anestesia, de
modo a garantir a eficicia da inducdo -
severidade é reduzida.

A administracdo das substancias a testar serd
realizada duas vezes, sendo esperada uma
diminuicdo do volume tumoral em animais
tratados com farmaco alvo - severidade é

reduzida.
No final do projeto os animais serdo sacrificados
e apods eutandsia serao removidos

tecidos/érgaos para analise por ICP e histologia.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Existem vdrios métodos alternativos ao uso de
animais, sendo os mais comuns os sistemas
biolégicos in vitro (cultura de células) que
permitem de algum modo extrapolar sobre os
possiveis efeitos e mecanismos de atuacdo de
um farmaco num organismo, de um modo ndo
invasivo. No entanto, os processos bioldgicos ao
nivel tumoral consistem em muito mais que a
soma das partes individuais (ndo basta crescer
linhas celulares em cultura para poder tirar
conclusdes sobre a interacdo entre ambas in
vivo). Sabe-se que um farmaco pode ser
processado em varios locais de um organismo e
consequentemente, é necessario estudar o seu
efeito a nivel superior. As alternativas supra
citadas foram ja desenvolvidas e resultados in
vitro comprovam a diminuicdo significativa da
toxicidade da nanoformulagdo em células
saudaveis.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantird que serao
utilizados os numeros minimos de
animais

Os animais indicados serdo divididos pelos
grupos experimentais escolhidos, tendo sido
minimizada a utilizacdo de animais ao menor
numero possivel, de modo a obter a informacao
necessaria a poder, usando métodos
estatisticos, inferir a partir de uma pequena




amostra.

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 espécie escolhida, Balb.Scid, carece de timo,
sendo por conseguinte, imunodeficiente.
Animais com imunodeficiéncia combinada
(SCID) ndo tém imunidade adaptativa, como
consequéncia da falta de células T e B maduras.
Sao frequentemente utilizados como
ferramenta de pesquisa biomédica como
modelo de translacdo. As suas caracteristicas
imunolégicas permitem criar xenografos,
facultando a utilizacdo dos animais para testes
de toxicidade, nos quais o tecido alvo é o

implantado.

Titulo do projeto

Novas estratégias terapéuticas
tratamento de doengas neuroldgicas

para o

Duragdo do projeto

1ano

Palavras-chave (max. 5)

Esclerose multipla, Sindroma de Rett, Adenosina

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

Investigacdo fundamental Sim
Investigacdo  translacional ou ~

. Nao
aplicada
Uso regulamentar e producdo de Nao
rotina
Proteccdo do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-
estar do homem ou dos animais
Investigacdo destinada a Nao
conservacdo das espécies;
Ensino superior ou formacdo para Nao
aquisicao, manutencao ou
melhoria das qualificacGes
profissionais
Inquéritos no dominio da N3o
medicina legal
Manutencdo de coldnias de Nao
animais geneticamente
alterados 2

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

Investigar o potencial efeito da administracdao do
agonista do receptor A2A da adenosina na
esclerose multipla e no sindroma de Rett.
Avaliar-se-a a potencialidade deste farmaco na
recuperac¢ao motora e cognitiva dos animais.

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

Testar numa fase pré-clinica farmacos com a
potencialidade de recuperar de danos induzidos
pela esclerose multipa e pelo sindroma de Rett.

numeros
serao

animais e
de animais

Que espécies
aproximados

A) Male Sprague dawley rats :
adult=105)

165 (pups= 60;




utilizados?

B) Mus Musculus /B6.129P2(C)-
Mecp2tm1.1Bird/J + B6.129P2(C): 40

No contexto do que se propde fazer aos
animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado
de severidade? O que acontecera aos
animaisno finalda realizagdo do
projeto?

O stress estara apenas associado a colocagdo de
bombas osmdticas que sera feita sob anestesia
com analgesia pds-operatdria, mas os ratos irdo
recuperar totalmente. Sentirdo apenas um
desconforto, mas ndo antecipamos que os ratos
tenham dor, nem que haja complicagbes no
controlo motor e na alimentacao.

O Método de eutandsia sera por perfusao
intracardiaca sob anestesia profunda.

Aplicagdo dos 3Rs

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

As acgbes sobre comportamento motor

requerem testes em animais vivos.

2.Reduction (Reducao)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Vao ser usados apenas 5 animais pro grupo.

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.

Decidimos usar como modelo animal, ratos
Sprague-dawley devido ao elevado grau de
conhecimento disponivel sobre o uso desta
estirpe  em modelos experimentais de
neuroinflamacao.

Disponibilidade de animais knockout do gene
Mecp2 que sdo o modelo melhor caracterizado
da doenga que pretendemos estudar, sindroma
de Rett.

Importa também salientar que os animais irdo
ser submetidos a icv sob anestesia e serdo
também  monitorizados diariamente, com
especial atencdo no periodo pds operatorio
(depois da injecdo icv), onde irdo receber a
devida analgesia.

Qualquer sinal de desconforto, que ndo seja
expectdvel, sera tido em linha de conta e o
animal sera imediatamente eutanaziado através
de uma dose letal de anestesia ou por narcose
via CO2.

Note-se que os animais irdo estar alojados em
condicbes que garantem o seu bem-estar e
saude e terdo acesso a enriquecimento
ambiental (material de ninho e bloco de madeira
para roer).




Titulo do projeto

Resposta perimplantar a colocagdo de pilares
protéticos com diferentes materiais em implantes
enddsseos - ensaio animal em modelo ovelha

Duracao do projeto

6 Meses

Palavras-chave (max. 5)

Implantes Dentarios, Perda Ossea Marginal,
Inflamacgao, citocinas.

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

Investigacao fundamental N3o

Investigacdo  translacional ou Sim

aplicada

Uso regulamentar e producdo de Nao

rotina

Protecdo do ambiente natural no | Sim

interesse da saude ou do bem-

estar do homem ou dos animais

Investigacao destinada a| Sim Nao

conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacdo para Nao

aquisicao, manutengao ou

melhoria das qualificacGes

profissionais

Inquéritos no dominio da medicina ~
Nao

legal

Manutencdo de coldnias de Nao

animais geneticamente alterados

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

Qual o melhor material - (6xido de zirconia (Zr),
titdnio puro grau IV (Ti), ou polimetacrilato
processado em cad-cam (PMC) para preservar
0sso marginal e estabilidade de tecidos moles
durante a fase de osteointegracdo, em pacientes
gue necessitem de implantes enddsseos ?

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)?

Proteger a decisdo clinica e do paciente na hora de
escolher o melhor material de reabilitacdo na
colocagdo de implantes dentdrios.

e numeros
serao

Que espécies animais
aproximados de animais
utilizados?

Espécie Ovina - 6 Ovelhas

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

Os procedimentos susceptiveis de provocar dor
(severidade moderada) serdo executados sob
anestesia geral e analgesia durante um periodo
poés-operatorio de 5 dias. Ndo sdo esperadas
alteragcdes ou limitagdes no comportamento
alimentar ou de mobilidade dos animais. No final
do projecto, os animais serdo eutanasiados
recorrendo a uma anestesia geral com “overdose”
anestésica, para recolha das pecas para avaliagdo




histoldgica

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

A industria move-se no intuito de conseguir uma
explicacdo para o facto de ndo ser possivel manter
0 0sso ao redor dos implantes dentarios. A ciéncia
da implantologia dentaria tem-se movido no
sentido de a explicacdo ser microbioldgica mas
tem falhado ao demostrar causa-efeito, ou seja
mesmo sem bactérias os implantes continuam a
perder 0sso ao seu redor.

Recentes estudos apontam para a reac¢do auto
imune/inflamagdo como possivel causa deste
fendbmeno. Nunca foi demonstrada esta causa-
efeito, pelo que a investigacdo serd importante
para a populacdo humana que recorre a implantes
dentdrios, se provarmos que as ligas de que sao
feitas hoje os implantes dentdrios sdo as
responsaveis por esta perda. Precisamos cruzar os
dados da investigacdo bioquimica com a perda
Ossea clinica, sendo para isso necessario uma
avaliacdo histoldgica, que ndo pode ser executada
em humanos por motivos éticos.

2.Reduction (Redugdo)

Explique como garantira que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

O numero de animais utilizados (6) foi considerado
o minimo permitindo  obter resultados
significativos utilizando métodos estatisticos de
significancia conforme descrito no ponto 6.

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.

Foi escolhida a espécie ovina pelas seguintes
razoes:

- Animais com peso corporal e dimensdo dssea
mais aproximadas as da espécie humana:

- Composicdo e capacidade de remodelagdo dssea
moderadamente similares as da espécie humana:

- Facilidade de maneio e disponibilidade.

Durante a duragdao do projecto, os animais serdo
mantidos nas instalagdes a que estdo habituados e
com o mesmo sistema de maneio.




