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Resumos ndo técnicos de projetos cientificos autorizados em 2017

Titulo do projeto

Avaliacdo do risco de novas substancias
psicoativas (NPS) (estudos in vivo/ex vivo)
(NPS-EURONET)

Duracdo do projeto

24 meses

Palavras-chave (max. 5)

NPS, efeitos comportamentais, efeitos
cognitivos, efeitos motores, avaliacdo de
risco

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

Investigacdo fundamental

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e
producgdo de rotina

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

Investigacdo destinada a Nao

conservacdo das espécies;

Ensino superior ou formacao Nao
para aquisicdo, manutengao
ou melhoria das

gualificagbes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutengdao de coldnias de
animais geneticamente
alterados

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

O principal objetivo deste projeto é compilar
informagdo que contribua e permita a
avalia¢do do risco para a saude resultante da
utilizacgdo de algumas destas NPSs (em
articulacdo com as listas de prioridades do
EMCDDA) e os resultados de estudos a
decorrer no projeto europeu (Al.3.2). Para tal
serao estudadas as alteragdes
comportamentais e de aprendizagem
(transientes e/ou permanentes) infligidas
pelo consumo de NPSs (estudos in vivo), e

sua translacdo em mecanismos de
neurotoxicidade subjacentes (estudos ex
vivo).

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

A obtencdo de dados cruciais para a
avaliacao do risco, permitindo ao EMCDDA a
tomada de decisdes de uma forma mais
célere e definicdo de medidas de controlo
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projeto)?

pelos estados membros e de reducdao dos
riscos pelo consumo de NPSs.
Adicionalmente, a correlacdo entre os dados
observados nos estudos in vivo e os dados
obtidos nos estudos ex vivo permitirdo
consolidar e possivelmente introduzir
avancos cientificos na identificacdo de
neurotransmissores e células neuroldgicas
envolvidas nos comportamentos bizarros
observados.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Murganhos Swiss CD-1 e/ou C57/Bl6J

No contexto do que é proposto fazer-se 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?

Os efeitos adversos sdo desconhecidos e a
possibilidade de convulsGes serd excluida
através de despiste inicial de doses.

Todos os animais serdo sacrificados no fim
do estudo, sendo portanto o grau de
severidade de ndo recuperacdo. No final os
animais serdo sacrificados e estudos ex vivo
serdo encetados

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

O principal objetivo do estudo é a avaliacdao
dos efeitos motores, comportamentais,
cognitivos consequentes da utilizacdo de
NPSs e a capacidade de recuperacao.

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

O desenho experimental prioriza a utilizagdo
do mesmo animal em varios tipos de testes
(avaliagGes) comportamentais e recolha de
urina para pesquisa de metabolitos (PK). Os
grupos de controlo positivo serdo eliminados
sempre que haja repeticdo dos mesmos.
Adicionalmente os animais utilizados nos
estudos in vivo serdo os animais utilizados
nos estudos ex vivo.

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
serdao tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

As espécies escolhidas tém sido as mais
frequentemente utilizadas no estudo in vivo
levados a cabo com este tipo de substancias
(Marusich et al., 2012; 2014; 2016; Wiley et
al., 2016; Martinez-Clemente et al., 2014).
Para minimizar os danos de bem-estar aos
animais sera efectuada primeiramente uma
selecdo de doses teste por forma a evitar a
conducdo do estudo com doses que
produzam convulsoes.

Ainda para garantir o bem estar os animais
em gaiolas com tamanhos segundo as areas
estipuladas para o n.2 de animais por gaiola,
nas condi¢cbes de temperatura/humidade,
ciclos de luz estipuladas e com agua e ragao
ad libitum e introducdo de elementos de
enriquecimento nas gaiolas (cama e tuneis
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de diversao).
Adicionalmente o bem estar traduzido por
sinais/linguagem corporal serd monitorizado
diariamente.

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

Titulo do projeto

Efeitos da luz em chocos, Sepia officinalis,
desmame precoce com camarao congelado

Duracao do projeto

1ano

Palavras-chave (max. 5)

Cefalépodes; cultivo; zootecnologia; luz;
desmame precoce

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

Investigacdo fundamental Nao

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e Nao

producdo de rotina

Protecao 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 formagdo | Sim
para aquisicdo, manutengao
ou melhoria das

gualificagbes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutengdao de coldnias de
animais geneticamente
alterados

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

O objectivo deste projecto é optimizar as
condicdes de cultivo da fase de hatchling
através do uso de uma fonte de luz
apropriada, para melhorar os indices de
ingestao de alimento congelado, reducao da
mortalidade e incremento do crescimento
para valores similares aos obtidos com
alimento vivo.

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 beneficios provaveis deste projecto sdo
melhorar as condi¢des zootécnicas de cultivo
industrial do choco, Sepia officinalis, ao nivel
da primeira fase do ciclo do cultivo/vida —
hatchling stage, nomeadamente ao nivel da
aceitacdo e ingestao de alimento congelado
desde o primeiro dia pdseclosdo.

A optimizacdo das condi¢des de luz irdo
previsivelmente promover a aceitacdo de
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dietas artificiais num futuro préximo. Além
disso, o uso de lampadas led ird também
beneficiar a pegada ecoldgica da producao
de choco, diminuindo os custos relacionados
com iluminagdo.

O optimizar desta tecnologia ira também
previsivelmente beneficiar os protocolos
zootécnicos de outras espécies de
cefalépodes.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

840 chocos recém-

eclodidos.

(Sepia  officinalis)

No contexto do que é proposto fazer-se 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 projeto?

Grau Provavel/Esperado Ligeiro.
Eventual situacdo de ma-nutricdo/inanigao.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Infelizmente ndo é possivel utilizar métodos
alternativos para dispensar o uso de animais
nestes ensaios pois 0s mesmos visam
compreender melhor os aspectos
fundamentais relacionados com a adaptacdo
do animal a situacdo de cativeiro para
produgao industrial. A informagdo disponivel
é muito pequena e ndo direcionada, sendo
essencial para a domesticagdo da espécie
para aquacultura comercial.

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

Considerou-se a redugdo do numero de
animais através do planeamento
experimental recorrendo a Das et al. (2009).
Planning for reduction. ATLA 37, 27-32.
Considerou-se ainda informacgdo contida em
http://www.3rsreduction.

co.uk/, em Sykes et al. (2013) e nas
Guidelines for the Care and Welfare of
Cephalopods in Research — A

consensus based on an initiative by CephRes,
FELASA and the Boyd Group (Fiorito et al.
2015).

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
serdo tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

Escolheu-se o choco porque serd esta
espécie que serd cultivada em aquacultura
industrial e cujo protocolo de cultivo para a
fase de hatchling se pretende optimizar.

Estabelece-se um limite critico de existéncia
de ma-nutricdo avaliado por comportamento
(boiar; de acordo com Tabela 5B das
Guidelines para cefalépodes — Fiorito et al.
2015) ou morte abrupta em 24 horas, em
ambos, igual ou superior a 20% dos animais
(limite estabelecido por dados em Sykes et
al. 2013) num tanque replicado de um
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determinado tratamento. Se tal ocorrer, os
animais serdo colocados em situacao
semelhante a de controlo (de qualidade de
postura) para recuperac¢do do bem-estar.

O procedimento é o mais refinado
considerando que ndo existe informacdo
bioldgica suficiente para afirmar que o choco
nao vé a cor vermelha e qual é o seu efeito.
Em relacdo ao alimento, o estudo de Sykes
et al. (2013) ja demonstrou que é possivel
utilizar-se camarinha congelada desde o
primeiro dia pds-eclosdo. O préprio
estabelecimento do limite-critico em valores
de 20% ja é por si préprio um refinamento
resultante de ensaios

anteriores.

Titulo do projeto

RNAs longos nao-codificantes como novos
biomarcadores para o diagndstico da
Doenca do Sono em Africa

Duracdo do projeto

3 anos

Palavras-chave (max. 5)

RNAs longos nao-codificantes,
Tripanossomas, Diagndstico, biomarcadores.

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

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e Nao

produgao de rotina

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

homem ou dos animais

Investigagdo destinada a
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formagdo
para aquisicdo, manutengao
ou melhoria das
gualificacGes 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)

Com este projeto pretendemos estudar se
os RNAs longos nao-codificantes podem ser
bons biomarcadores para a doenca de sono.

Propomos responder a trés perguntas
principais:
- Quanto tempo os RNAs longos nao-

5
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codificantes sao identificdveis no sangue e
na urina dos murganhos infetados.

- Quais sdo os RNAs longos ndo-codificantes
especificos os diferentes estadios da doencga
( fase aguda, crdnica e severa),

- Qual é o RNA longo nao-codificante que é o
melhor biomarcardor desta doenca.

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)?

Esperamos que consigamos encontrar
biomarcardores da doenga do sono em
plasma, soro e urina de murganhos e
desenvolver um teste de diagndstico que vai
de encontro com o critério ASSURED
(Affordable, Sensitive/specific, User-friendly,
Rapid/Robust, Equipement-free, Delivered)

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Murganho num total aproximado de 414
animais.

No contexto do que é proposto fazer-se 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 de perturbacdo do animal ird variar
entre moderado e severo conforme a fase da
doenca, sendo que piora gradualmente. No
caso de nivel de perturbacdo severo o
animal serd sacrificado antes de atingir
qualquer limite critico. O nivel de
perturbacdo moderno é imprescindivel em
estudos pilotos das diferentes variantes de
infecdo para se estabelecerem os endpoints
nos humanos, pelo que nos estudos
seguintes apenas perturbacdo moderada
existird. Estes animais serdo sacrificados de
modo a poder efetuar a totalidade do
procedimento experimental mencionado no
projeto.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

A complexidade do ambiente proporcionado
pelo hospedeiro ndo é passivel de ser
reproduzida in vitro levando muitas vezes a

resultados significativamente diferentes.
Deste modo ¢é necessdrio recorrer a
murganhos.

Sempre que possivel e pertinente

recorreremos as experiéncias in vitro como
primeira abordagem.

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

Através de uma analise estatistica (tendo
como base experiéncias  anteriores),
determinou-se que o tamanho de cada
grupo experimental devera ser de 4 animais.
Sempre que possivel, usaremos o mesmo
grupo controlo para varios grupos
experimentais de modo a reduzir o nimero
total de animais usado.
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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.

Foi escolhido murganho C57BI/6) porque
nesta estripe, uma infecao por Trypanosoma
brucei desenvolve-se de forma semelhante

ao desenvolvimento da doenga nos
humanos. Assim neste modelo animal
podemos potencialmente identificar

biomarcadores nos diferentes estddios da
doenga.

Neste projeto, os timepoints mais tardios da
infecdo serdo entre os dias 20 até 26, onde
normalmente a maioria dos animais nao
apresentam sintomas severos da doenca.
Caso acontega, 0s animais serao
eutanasiados.

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

Titulo do projeto

Nanoagentes de mondxido de carbono
(COGs) para combater a Artrite Reumatodide

Duracdo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Artrite, inflamacdo, nanoagentes de
carbono, tratamento, ratos AIA

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

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e
produgao de rotina

Protecdo 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 formagdo
para aquisicdo, manutengao
ou melhoria das
qualificagGes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutengdo de coldnias de
animais geneticamente
alterados

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

Avaliar a eficacia destas particulas in vivo no
modelo de artrite induzida por adjuvante em
rato.

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

Este projeto poderd contribuir para a
confirmacdo da eficacia destas particulas no
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a ciéncia avancar ou os seres humanos ou

tratamento da artrite reumatoide, e dar

outros animais poderiam beneficiar com o | suporte para estudos futuros para o
projeto)? desenvolvimento de novas terapéuticas.
Que espécies animais e numeros | 90 Ratos (Ratus norvegicus)

aproximados de animais serdo utilizados?

No contexto do que é proposto fazer-se 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?

Severo. Os animais serdo eutanaziados no
final do projeto com recolha de amostras
bioldgicas.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢ao)

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

N3o é possivel testar novos compostos e
farmacos que ndo in vivo em modelos
animais.

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

O nimero de compostos que passa para 0s
estudos in vivo sera extrapolado através de
estudos in vitro, e apenas os trés que
apresentarem melhores expectativas serdo
usados para experimentacdo animal.

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.

Neste projeto iremos usar o modelo de
artrite em rato wistar.

O projeto serd submetido a avaliagdo retrospetiva no final da sua realizagao.

Titulo do projeto

neurdnios
estriado

Qual a interagcdo entre
dopaminérgicos e do corpo
durante a tomada de decisao?

Duracdo do projeto

Palavras-chave (max. 5)

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

Investigagdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou
aplicada

Uso regulamentar e
produgado de rotina

Protecdo 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 formagao
para aquisicdo, manutengao
ou melhoria das
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qualificacbes profissionais

Inquéritos no dominio da Nao
medicina legal
Manuteng¢do de coldnias de Nao

animais geneticamente

alterados
Descreva os Objetivos do Projeto (ex., | Este projeto pretende estudar os
incégnitas cientificas ou necessidades | mescanismos neurais responsaveis pela

cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

codificacdo de informagdo temporal. para
tal, foca-se na interacdo entre duas dareas
cerebrais interligadas, implicadas em
estudos anteriores e na estimativa de
duracbes temporais: o corpo estriado e a
substancia nigra pars compacta.
Especificamente, pretende-se:

1) utilizar a técnica de fotometria por fibra
para registar a atividade de neurdnios
dopaminérgicos localizados na substancia
nigra pars compacta, durante uma tarefa de
estimacdo de duracdes temporais;

2) co-registar a atividade de neurdnios
dopaminérgicos localizados na substancia
nigra pars compacta e neurdnios do corpo
estriado, durante uma tarefa de estimacgdo
de duragdes temporais;

3) manipular a atividade de neurdnios
dopaminérgicos localizados na substancia
nigra pars compacta e registo simultaneo da
atividade de neurdnios do corpo estriado,
durante uma tarefa de estimacdo de
durag¢des temporais.

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)?

Este estudo vai permitir aprofundar o
conhecimento basico da
neurofisiologia/anatomia dos ganglios da
base, um conjunto de estruturas implicadas
em diversas patologias do sistema nervoso
central, como por exemplo as doengas de
Parkinson e Huntington.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Murganhos (Mus musculus). 60 animais
serdo utilizados.

No contexto do que é proposto fazer-se 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 projeto?

S3o esperadas perturbagbes moderadas
decorrentes de treino comportamental
prolongado e cirurgia estereotaxicas. Nao
sdo esperados quaisquer efeitos adversos
pois a linhagem de ratinho a utilizar estd
bastante bem caracterizada, assim como os
métodos propostos  estdo bastante
estabelecidos na comunidade cientifica. No
final das experiéncias, os animais serdo
eutanasiados.
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Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Neste projeto pretende-se medir e
manipular a atividade cerebral de animais
enquanto executam uma tarefa
comportamental de discriminagdo de
duragbes temporais. Desta forma, sdo
necessarios animais vivos, com cérebros
funcionais em meio fisiolégico.

2.Reduction (Redu¢ao)
Explique como garantira que serdo utilizados
0s numeros minimos de animais

Os animais sdo testados no mesmo
paradigma multiplas vezes. para efeitos de
significancia estatistica e robustez de
resultados, é necessario utilizar um numero
minimo de animais, calculado a partir de
estudos anteriores.

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.

Ndo é possivel correlacionar a atividade
neuronal e comportamento sem animais
vivos. A utilizacdo de roedores é justificada
neste projeto, dadas as semelhancas
anatémicas e fisioldgicas entre os cérebros
dos mamiferos. Os animais serdo mantidos
de acordo com as regras do biotério . os
procedimentos (i.e., treino comportamental
e cirurgia estereotdxica) sdo de natureza
moderada.

Titulo do projeto

Estudos sobre a regeneragao cardiaca do
Ratinho  Espinhoso Africano Acomys
cahirinus

Duracdo do projeto

1ano

Palavras-chave (max. 5)

Regeneragdo cardiaca, Acomys, ischemia

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

Investigagdo fundamental Sim

Investigagdo translacional ou
aplicada

Uso regulamentar e
produgao de rotina

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

Investigacdo destinada a
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formagao
para aquisicdo, manutencao
ou melhoria das
gualificacGes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutencdo de coldnias de
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animais geneticamente
alterados
Descreva os Objetivos do Projeto (ex., | Alguns animais (plandrias, peixe-zebra,

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

axolotl) sdo capazes de regenerar de forma
notavel partes do corpo. Os mamiferos, no
entanto, sdo geralmente incapazes de
regenerar tecidos ou orgdos em resposta a
lesdes, havendo formacdo de uma cicatriz
fibrética. Recentemente, descobriu-se que o
ratinho  espinhoso  africano  (Acomys
cahirinus) tem uma capacidade incrivel de
regeneracao nao fibrética de extensas lesdes
na derme, e do pavilhdo auricular.
Surpreendentemente, o processo resulta na

reconstituicdo completa da estrutura original

do tecido, incluindo cartilagem, derme,
epiderme, tecido adiposo, glandulas e
foliculos capilares. Em contraste, o

murganho Mus musculus apenas é capaz de
reparar as margens do corte.

Em conjunto, as duas espécies providenciam
um poderoso modelo comparativo para a
compreensao  dos mecanismos  que
possibilitam a regeneracdo em Acomys
cahirinus e ndo em Mus musculus.

Uma importante questdo a colocar é se a
capacidade regenerative observada em
feridas na pele e orelha em Acomys cahirinus
se extende a outros orgdos e sistemas. Tém
surgido relatérios contraditorios sobre
regeneracdo  cardiaca numa  estirpe
particular de Mus musculus (a estirpe
MRL/Mpj), e também em estirpes
laboratoriais comuns de musaranho, mas
apenas em musaranhos recém-nascidos (P1).
Este projecto almeja avaliar a capacidade
regenerative do coragao de Acomys cahirinus
recém-nascidos, juvenis e adultoos em
resposta a danos cardiacos,
comparativamente a capacidade das estirpes
de musaranho MRL/Mpj e C57BL/6.

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)?

Qualquer capacidade que Acomys tenha para
realizar regeneragao cardiaca poderia ter
importantes aplicacdes tedricas e praticas.
Se assim for, Acomys poderia tornar-se um
novo modelo para regenerac¢do cardiaca em
mamiferos e eventualmente levar a um
entendimento de como induzir regeneracao
cardiaca em mamiferos nao-regenerativos,
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incluindo humanos.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

98 Acomys sp.; 196 Mus musculus.

No contexto do que é proposto fazer-se 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?

O grau de stress dos animais é moderado ou
severo. Se o projeto for bem-sucedido apds
o periodo de dois anos, prevemos a
continuidade do mesmo. Os animais, serdo
eticamente sacrificados uma vez que seu
objetivo experimental seja cumprido.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢ao)

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

A regeneracdo é um fendmeno complexo
gue so pode ser estudado em animais vivos.
Embora existam outros vertebrados e
invertebrados modelos de regeneracdo,
estamos especificamente interessados na
regeneracdo em mamiferos para aplica¢Oes
potenciais translacionais.

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

A regeneracdo é um fendmeno complexo
gue so pode ser estudado em animais vivos.
Embora existam outros vertebrados e
invertebrados modelos de regeneracdo,
estamos especificamente interessados na
regeneracao em mamiferos para aplicacOes
potenciais translacionais. A variabilidade do
nosso sistema experimental sugere uma
amostra entre 3 e 18 animais, dependendo
na experiéncia em particular, para obter
resultados estatisticamente significativos.
para optimizar os procedimentos, entre 3 e 8
animais poderdo ser necessdrios, e
dependendo da experiéncia, podem ser
necessarios varios grupos experimentais.

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
serdao tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

Este projecto centra-se em duas espécies:
Acomys sp (uma espécie de mamifero
"regenerador"). e Mus.musculus (espécie de
mamifero 'ndo-regenerador'). Em conjunto,

estas duas espécies formam um sistema
poderoso para comparacdao e estudando o
celular e mecanismos moleculares
subjacentes a o processo de regeneragcao em
mamiferos. Nosso  projeto  depende
fortemente de um ensaio de regeneracdo
consistente em ferimentos circulares nos
coragles dos animais. Ndo existe, portanto,

nenhuma alternativa para este ensaio. Os
animais serdo tratados com anestésicos e
analgésicos antes e apds os procedimentos
cirargicos. Desconforto aos animais é leve,
moderado ou severo, dependendo do
procedimento particular em questdo e o
periodo da experiéncia.
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‘ O projeto sera submetido a avaliacdo retrospetiva no final da sua realizacao.

Titulo do projeto

Melhoramento da anestesia em peixe-zebra

Duracao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Refinamento, anestesia, bem-estar, eficacia
clinica, peixezebra

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

Investigacao fundamental Nao

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e
producdo de rotina

Protecao do ambiente | Sim
natural no interesse da
salde 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
gualificacGes 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)

O obijetivo geral do projeto é identificar qual
serd o melhor anestésico a ser usado em
peixe-zebra em termos de bemestar, eficacia
clinica e praticabilidade. Assim objetivos
mais especificos serao:

- avaliar a praticabilidade e o sucesso da
anestesia

(indugdo, analgesia, ritmo respiratério e a
qualidade da recuperagdo anestésica).

- avaliar a aversdo e stress destes peixes a
diferentes anestésicos, usando a tarefa de
aversdo local condicionada e a medicao de
cortisol.

- determinar quanto tempo demoram os
anestésicos a sair do corpo do peixe-zebra,
quantificando-se 0s compostos nos seus
tecidos. Estes dados sao importantes para a
investigacdo que usa estes animais e seus
anestésicos, mas também para a
aquacultura. Estes dados darao indicacao
sobre os intervalos de seguranca de
anestésicos que podem ser usados em
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animais para consumo humano.
- testar se hd efeitos a longo prazo dos
anestésicos, nomeadamente na
aprendizagem/ memoéria, ansiedade e
locomocado deste modelo animal.

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)?

Este projeto pretende refinar a anestesia de
peixe-zebra usados em investigacdo, cujo
ndamero teve um acréscimo de 28% de 2008
para 2011 (ultimas estatisticas da Unido
Europeia). Existem varios anestésicos que
sdo usados, mas com limitacGes a nivel da
situacdo experimental, aversdo ou efeitos
secundarios. Assim, ao estudar as tematicas
clinicas, praticas e de bem-estar
pretendemos recomendar um protocolo
anestésico para peixe-zebra que promova
uma inducdo anestésica e recuperacdo de
gualidade, com menos efeitos a longo prazo
e que cause pouca ou nenhuma aversdo.
Assim pretendemos trazer beneficios para o
bem-estar animal e a qualidade cientifica,
reduzindo os custos. Estes resultados podem
também ser importantes no estabelecimento
de melhores protocolos anestésicos para o
transporte de peixe em aquacultura.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Cerca de 500 peixes-zebra (Danio rerio) em 5
anos

No contexto do que é proposto fazer-se 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: Ligeiro

Os 6rgdos dos animais serdo recolhidos para
posterior analise. Aos animais em que isto
nao acontecer serdao eutanasiados por
sobredosagem de anestésico.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

O objectivo do projecto é refinar a anestesia
num modelo animal, tanto a nivel clinico
como de bem-estar, logo ndo poderemos
usar alternativas ndao-animais.

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

Usaremos dados de artigos ja publicados e
de testes piloto para calcular o numero
minimo de animais a usar em cada
experiéncia. Dos animais usados para filmar
inducdo e recuperagdo da anestesia, alguns
serdo também usados para quantificar os
anestésicos no corpo do animal e outros
serdo usados para estudar alteragbes
comportamentais a longo prazo. Assim
retiram-se mais informa¢des dos mesmos
animais, sem ter de se usar mais animais.

O uso do método de analisar cortisol na dgua
para medir a recuperagdo anestésica do
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animal, sem ter de o eliminar faz com que
este possa ser usado na avaliacdo
comportamental de efeitos secundarios,
diminuindo o numero de animais
necessarios. O método de medicdo de
cortisol no corpo do animal é sensivel o

suficiente para que o cortisol seja
guantificdvel em apenas um animal,
reduzindo-se o numero de animais

necessarios.

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 peixe-zebra é usado, pois o objetivo é
mesmo refinar a anestesia neste modelo
animal, devido ao seu uso crescente em
investigacdo. Em termos de refinamento, no
geral, os animais serdo monitorizados
diariamente, e com maior frequéncia apds a
anestesia. Para que a sua recuperagao
anestésica se faca com o minimo de
varidveis e stress possivel, o animal recupera
num aquario separado e sé apds recuperar
uma nata¢do normal é colocado no seu
grupo social. Enriquecimento ambiental
(plantas) vai ser fornecido aos animais que
estardo sozinhos por um periodo maximo de
13 dias devido a um teste comportamental,
minimizando assim possiveis alteracbes de
stress. Em todas as outras ocasides, 0s
animais serdo alojados em grupos por serem
animais sociais.

Titulo do projeto

Examinando mecanismos que regulam o
crescimento ocular em cefalépodes

Duracao do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

Choco, polvo, crescimento do olho, miopia

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

Investigacdo fundamental Sim

Investigacao translacional ou
aplicada

Uso regulamentar e
producao de rotina

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

Investigacdo destinada a
conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacdo
para aquisicdo, manutencao
ou melhoria das
gualificagGes profissionais
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Descreva os Objetivos do Projeto (ex.,
incégnitas cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem abordadas, etc)

Determinar se o processo biolégico de
resposta a privagdo visual é inerente a
evolugdo do olho.

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 numero de pessoas miopes esta a
incrementar a nivel mundial, e em alguns
paises os numeros estdo a atingir valores
epidémicos. Compreender a evolucdo do
crescimento do olho em resposta ao mundo
visual que o rodeia podera levar em Uultima

analise a prevencdo ou a uma cura da
miopia.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Choco comum Europeu, Sepia officinalis
Polvo comum, Octopus vulgaris
Dourada, Sparus aurata

Linguado, Solea senegalensis

24-48 de cada espécie.

No contexto do que é proposto fazer-se 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 projeto?

A aplicagdo de distintas lentes durante 5 dias
para estimular a miopia ird provocar
crescimento anormal do olho, que se pensa
ser recuperavel apds remog¢do da mesma.
Grau de severidade Ligeiro.

Os animais terdao 5 dias para recuperagao
(contemplado no desenho experimental)
apds a remocdo da lente. Se os cinco dias
nao forem suficientes para uma recuperagao
completa, os animais permanecerao isolados
até que tal se verifique. Ao recuperarem
totalmente podem ser devolvidos ao tanque
do stock original de animais de uma
determinada espécie, apds apreciacdo
veterinaria, para serem eventualmente
reutilizados noutra experiéncia.

Se o tamanho do olho ndo puder ser medido
in vivo, metade dos animais serd sujeito a
occisdo apods 5 dias e os restantes apds 10
dias. Se for possivel realizar o procedimento
in vivo, os animais poderdo ser
eventualmente sujeitos a reutilizagao.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

A emetropizagdo ocorre em animais vivos,
durante a fase de crescimento e em olhos
intactos. Ndo existem modelos ndo animais,
nem outros métodos alternativos, que
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permitam excluir o uso dos mesmos, ja que
as experiéncias a serem concretizadas neste
projecto sdao de investigacdo fundamental,

ao nivel evolutivo, e essenciais ao
conhecimento basico da biologia das
espécies. Ndo existem dados publicados
anteriormente que permitam uma
abordagem alternativa de meta-analise.
2.Reduction (Reducao) Nimero de animais foi calculado

Explique como garantira que serdo utilizados
0s numeros minimos de animais

considerando-se as seguintes referéncias:
Das et al. (2009). Planning for reduction.
ATLA 37, 27-32; informacdo disponivel em
http://www.3rs-reduction.co.uk/ e nas
Guidelines for the Care and Welfare of
Cephalopods in Research — A consensus
based on an initiative by CephRes, FELASA
and the Boyd Group (Fiorito et al. 2015).

Foi ainda considerado na determinacdo
experiéncias anteriores, tais como Gagnon et
al. (2013), Jostrup et al. (2009), Shen et al.
(2005), Sivak (1982), Stubbs & Stubbs (2016)
e Turnbull et al. (2015).

Se se verificar a viabilidade da técnica de
ultrassonografia para realizar as medicGes de
dimensdo ocular in vivo, apenas serdo
necessarios 8 animais por experiéncia
porque serda possivel recolher dados de
recuperacdo no mesmo animal sujeito ao
procedimento. E importante ainda
considerar que o controlo serd feito no
proprio animal, j4 que apenas se aplicara
uma lente por animal e em apenas um dos
olhos, sendo que a varidvel em estudo é o
tamanho do olho em desenvolvimento.

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.

Os cefalépodes (choco, lula e polvo)
desenvolveram-se de um ramo diferente da
arvore evolutiva. Pensa-se que os seus olhos
sdo um exemplo de evolucdo convergente
porque também possuem lente, cdrnea,
corpo ciliado equivalente. As restantes
espécies escolhidas (dourada e linguado)
irdo servir de controlo evolutivo, ja que o
desenvolvimento do sistema visual do
linguado é distinto do da dourada.

Uma vez que a emetropizagdo €é um
processo que €& desencadeado por
experiéncia visual, os cefalépodes sdo um
o6ptimo modelo para perceber se a
emetropizacgdo é conservativa.

Limites Criticos (End-points):

Os animais que desenvolvam feridas
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resultantes da aplicacdo da lente e/ou que
percam a mesma serdao removidos do estudo
para evitar situacdes de patologia e/ou de
vantagem sobre os restantes em termos de
alimentacdo, espaco, e eventualmente
confronto; Os animais que ndo ingiram
comida durante 5 dias pds-procedimento
serdo removidos do estudo para evitar
situagOes irreversiveis de fome que levem a
morte pela fome.

Titulo do projeto

Biologia da TTR normal e condigbes

patolégicas

Duracdo do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

Transtirretina, Polineuropatia Amiloiddtica
familiar, Sistema Nervoso Central, Sistema
Nervoso Periférico, Biomarcadores

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

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e
producgdo de rotina

Protecdo 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 formagdo
para aquisicdo, manutengao
ou melhoria das
gualificagbes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutengdao de coldnias de
animais geneticamente
alterados

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

Sao objectivos deste projecto:

- Contribuir para a compreensdo dos
mecanismos que levam a deposicao da
transtirretina (TTR) nos tecidos

- Contribuir para o desenvolvimento de
terapias em amiloidoses relacionadas com a
TTR.

- Contribuir para o desenvolvimento de
biomarcadores bioquimicos e imunolégicos
em amiloidoses de TTR relevantes para a
caracterizacao e follow-up deste grupo de
doencas.

18




¥ REPUBLICA

PORTUGUESA AGRICULTURA

Diragio Garal
de Alimentagio
@ Veteriniria

- Contribuir para conhecer a biologia da TTR,
nomeadamente a sua funcdo no sistema
nervoso.

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)?

1. Melhorar o conhecimento dos
mecanismos moleculares envolvidos nas
amiloidoses de TTR e da fungdo
neuroprotetora da TTR e potencialmente
identificar novos alvos terapéuticos.

2. Descobrir novos biomarcadores que de
forma minimamente invasiva contribuam
para o melhor diagndstico das amiloidoses
de TTR, que tenham potencial para definir o
prognostico deste grupo de doencgas, e
biomarcadores que identifiguem pessoas em
risco de forma a se tomem medidas para
evitar as sequelas nefastas associadas.

3. Descobrir biomarcadores que permitam
distinguir as diferentes fases das amiloidoses
de TTR de forma a adequar os tratamentos
existentes e os novos ao problema de cada
doente.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Mus musculus
Cerca de 800 animais/ano

No contexto do que é proposto fazer-se 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?

Serdo utilizados murganhos sv129 controlo e
geneticamente modificados. Os
procedimentos (eutandsia, craniotomia para
infusdo de farmacos, lesdo do nervo cidtico)
serdo realizados sob anestesia geral de
isoflurano e oxigénio. Nos procedimentos
em que o animal viva apds intervencdo
cirargica, recuperard da anestesia com
analgésicos e ficard sob observacdo por
menos de 48 horas. Os procedimentos serdo
efectuados por pessoal experiente em
cirurgia experimental. Todos os animais
serdo anestesiados e sera providenciada
analgesia e fluidoterapia durante 8 horas
apods cirurgia. No periodo de recobro os
animais serao vigiados, mantidos aquecidos
e com comida huimida no fundo da gaiola.
Apds as primeiras 12 horas, os animais serao
monitorizados clinicamente de uma forma
diaria. No pods-cirdrgico e até a data de
eutandsia sera oferecido enriquecimento
ambiental (rolos e papel), e muita atencao.

Os pontos terminais ‘humane endpoints’
estdo implementados a partida e sempre
que o animal demonstre sinais de
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sofrimento, stress, sangramento e/ou perda
de peso superior a 20% o animal sera
sacrificado de modo humano e a experiencia
terminara.

O peso dos animais serd monitorizado e
registado durante a experiéncia. Sempre que
0s animais demonstrem uma perda de peso
superior a 20% do peso inicial ou algum
outro sinal de sofrimento os animais serdo
eutanasiados com sobredose anestésica.

O numero de animais por gaiola serd
adequado a sua dimensdo e, no caso de se
detetarem lesGes resultantes de lutas os
animais serdao separados. No final das
experiEncias, os animais serdo eutanasiados
e sacrificados.

Todas as experiéncias sdo consideradas de
severidade ligeira, com excepc¢ao da lesdao do
nervo ciatico que classifica-se de severidade
ligeira a moderada, ndo havendo no entanto

dor associada pois o0s animais estdo
anestesiados no procedimento e
posteriormente sob analgesia e
monitorizacdo. Ndo ha alternativa a

realizacdo deste procedimento.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Foram executados ensaios in vitro com
culturas ou linhas celulares onde se
compararam a toxicidade celular e/
neuroprotec¢do da TTR normal e mutada,
gue revelaram a

insufiéncia altamente parcial e pertinéncia
para o uso de modelos in vivo.

2.Reduction (Redu¢ao)
Explique como garantira que serdo utilizados
0s numeros minimos de animais

O numero de animais a utilizar vai ser
reduzido ao minimo e nenhuma vida animal
serd desperdicada desnecessariamente. Os
protocolos desenvolvidos vdo permitir
utilizar quer os tecidos quer os fluidos
bioldgicos em experiéncias. A criagdo de um
biobanco de tecidos e fluidos vai possibilitar
a utilizagdo dos materiais colhidos para
validagdo de resultados ou em experiéncias
futuras sem necessidade de gerar novas
coldnias.

Os animais serdo distribuidos em pequenos
grupos de modo a obter resultados
significativos estatisticamente. Os mesmos
animais serao utilizados quando possivel em
testes de comportamento e de bioquimica.
Os animais foram distribuidos em grupos de
modo a obter resultados significativos
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estatisticamente. O numero de animais por
grupo foi determinado através de uma
“power analysis” de maneira a obter uma
diferenca de 30% entre os grupos, com um
desvio padrdao de 10%, com um “power” de
90-95%, sendo necessarios grupos de 5-10
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
serdo tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

Serdo utilizados murganhos sv129 controlo e
geneticamente modificados. Os
procedimentos (eutanadsia, craniotomia para
infusdo de farmacos, lesdo do nervo ciatico)
serdo realizados sob anestesia geral de
isoflurano e oxigénio. Nos procedimentos
em que o animal viva apds intervencdo
cirlrgica, recuperard da anestesia com
analgésicos e ficard sob observacdao por
menos de 48 horas. Os procedimentos serdo
efectuados por pessoal experiente em
cirurgia experimental. Todos os animais
serdo anestesiados e serd providenciada
analgesia e fluidoterapia durante 8 horas
apos cirurgia. No periodo de recobro os
animais serdo vigiados, mantidos aquecidos
e com comida humida no fundo da gaiola.
Apds as primeiras 12 horas, os animais serao
monitorizados clinicamente de uma forma
diaria. No pos-cirdrgico e até a data de
eutandsia serda oferecido enriquecimento
ambiental (rolos e papel), e muita atencao.

Titulo do projeto

Caracterizagao funcional do
desenvolvimento e diferenciagdo intestinais
num modelo de murganho de dele¢do do
gene Mex3a

Duracao do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

Proteina de ligacdo ao ARN MEX3A; Modelo
transgénico

knock-out; diferenciacdo intestinal;
carcinogénese

gastrointestinal

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

59) (1)
Investigacdo translacional ou | Sim
aplicada
Uso regulamentar e Nao
produgado de rotina
Protecdo do  ambiente Nao

natural no interesse da
saude ou do bem-estar do
homem ou dos animais
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Investigagdo destinada a Nao

conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacao Nao
para aquisicao, manutencao
ou melhoria das

gualificagGes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manuteng¢do de coldnias de
animais geneticamente
alterados

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

Este projecto apresenta como objectivos
principais determinar as func¢des bioldgicas
da proteina de ligacdo ao ARN MEX3A e o
impacto da sua perda de expressdao em
processos de regeneracao e/ou
carcinogénese.

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)?

Tendo por base trabalho anterior do grupo
de investigacdo, o estudo dos processos
celulares e moleculares regulados pelo
MEX3A num contexto biologicamente
relevante como o do modelo animal aqui
descrito permitirdo compreender as suas
fungdes bioldgicas e potencialmente delinear
novas estratégias terapéuticas com base
nestes mecanismos. Como tal, espera-se que
este projecto apresente beneficios nas areas
da aquisicdo de conhecimento cientifico
basico e aplicagdo a saude humana.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Serdo utilizadas animais da espécie Mus
musculus (murganho). Serdo necessarios
aproximadamente 270 animais no conjunto
de gendtipos  diferentes  (selvagem,
heterozigético e homozigético) envolvendo
diferentes estirpes.

No contexto do que é proposto fazer-se 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?

Este projecto é classificado de forma global e
prospectivamente com uma severidade de
grau Moderado.

Embora a maior parte dos procedimentos
planeados ndo apresentem este grau de
severidade, trata-se de uma nova linhagem
de animais geneticamente alterados e como
tal desconhece-se a partida o impacto total
da alteracdo do gendtipo no bem-estar do
animal. No final da realizacdo do projecto,
apenas a linhagem geneticamente alterada
que ndo apresente fendtipo nocivo (por
exemplo heterozigdticos, com delecdo de
apenas um alelo do gene) serd mantida para
salvaguarda de estudos futuros.

Aplicagdo dos 3Rs
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1.Replacement (Substituicdo)

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

O gene em estudo pertence a uma familia
com quatro elementos (MEX3A a MEX3D)
que codificam para proteinas com elevado
grau de homologia. Os diferentes membros
podem ter fung¢des especificas e/ou
redundantes, cuja clarificacdo depende do
estabelecimento de modelos animais.

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

O numero indicado tem por base a utilizagcdo
de animais de gendtipo idéntico por cada
tempo de desenvolvimento a analisar e por
procedimento a realizar. Assim, constitui o
limite minimo de animais de forma a
minimizar a variabilidade bioldgica inerente
aos fendtipos observados e compreender a
evolucdo destes com o tempo de
desenvolvimento.

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.

Uma vez que a alteracdo genética em causa
nunca foi estudada, este é o primeiro
modelo animal com mutacdo dirigida do
gene Mex3a e como tal de elevado valor
cientifico. Apds realizagdo de rastreios
fenotipicos em ninhadas resultantes de
cruzamentos entre animais heterozigoticos,
verificou-se que os murganhos mutantes
homozigéticos exibem mortalidade pds-natal
(penetrancia superior a 50%) acompanhada
de reducdo gradual de peso corporal, que
decorre numa janela temporal variavel.
Como tal, o bem-estar dos animais sera
avaliado  continuamente  durante as
primeiras semanas de desenvolvimento pds

natal. De forma a identificar o mais
rapidamente possivel a presenca de
neonatos mutantes homozigdticos, os

animais serao genotipados em P2 com
recurso a tatuagem e recolha de uma porgao
minima de cauda. O peso dos animais sera
monitorizado, estabelecendo-se como
limites criticos de sofrimento para recurso a
eutandsia a ocorréncia de trés pesagens
consecutivas com diminuicdo continua de
peso, auséncia de movimento, letargia e
relutancia em mover-se se estimulado.

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

Titulo do projeto Modelagdo do  desenvolvimento e
progressao do cancro gastrico

Duracdo do projeto 60 meses

Palavras-chave (max. 5) Helicobacter pylori; microbiota gastrica;
cancro gastrico; vesiculas extracelulares;
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resposta imunoldgica

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

Investigacao fundamental Sim

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e
producdo de rotina

Protecao 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 formacgao
para aquisicao, manutenc¢ao
ou melhoria das
gualificacGes 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)

Os objectivos deste projecto sdo:

A. Estudo do efeito da infeccdo por
Helicobacter e por outras bactérias da
microbiota gdstrica no desenvolvimento de
cancro gastrico.

A.1. Avaliar as alteragdes histopatoldgicas da
mucosa gastrica induzidas por Helicobacter e
por microorganismos da microbiota gastrica.
A.2 Caracterizar as alteragSes moleculares,
nomeadamente a  expressdo  génica,
associadas ao processo inflamatdrio induzido
por Helicobacter e por microorganismos da
microbiota gdstrica.

B. Estudar do efeito das vesiculas
extracelulares de H. pylori no
desenvolvimento de cancro gastrico.

B.1. Caracterizar as alteracbes da mucosa
gastrointestinal induzidas pelas vesiculas
extracelulares de H. pylori, a nivel histolégico
e de expressdo génica, por comparagdo com
os animais controlo nao infectados e com os
animais infectados por H. pylori.

B.2. Caracterizar a resposta imunoldgica
induzida por vesiculas extracelulares de H.
pylori quando comparada com aquela que é
induzida pela bactéria, a nivel da mucosa
gastrointestinal e sistémica.

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

Com este projecto pretendemos perceber a
contribuicdo da bactéria H. pylori e das suas
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a ciéncia avancar ou os seres humanos ou
outros animais poderiam beneficiar com o
projeto)?

vesiculas extracelulares, bem como a
interaccdo entre a H. pylori e outros agentes
da microbiota gastrica, para o
desenvolvimento do cancro gastrico. Para
além do conhecimento basico gerado,
esperamos que os resultados obtidos
permitam identificar moléculas ou
mecanismos que possam ser alvos
terapéuticos, marcadores bioldgicos de
doenca ou de prognéstico.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Serdo utilizados murganhos da espécie Mus
musculus, num total de cerca de 3600
animais (720 por ano).

No contexto do que é proposto fazer-se 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?

Os procedimentos previstos apresentam
graus de severidade ligeira ou moderada. Em
cada experiéncia os animais serdo
eutanasiados no fim. No <caso dos
murganhos transgénicos INS-GAS os animais
desenvolvem tumores gastricos. No entanto,
estes tumores apresentam um baixo grau
histoldégico e ndo é esperado que interfira
com o bem-estar do animal. Os animais
serdo eutanasiados para colheita de material
biolégico logo apds o aparecimento dos
tumores.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

O projecto estuda varios mecanismos
desencadeados pela bactéria H. pylori que
contribuem para o desenvolvimento de
cancro gastrico, apds evidéncias obtidas
através de experimentacdo in vitro. Assim,
neste sentido e como prova de conceito, a
utilizacdo destes modelos animais ¢é
essencial e ndo substituivel por outros
modelos celulares disponiveis no momento.

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

Durante o periodo de execugdo do projecto,
todas as experiéncias serdo cuidadosamente
planeadas para que um nuimero minimo de
animais seja utilizado, assegurando, no
entanto, a significdncia estatistica dos
resultados. Para isso, recorreremos ao
calculo do tamanho da amostra para cada
experiéncia através de programas
estatisticos especificos (exemplo, G*Power),
com base em dados da literatura sobre os

modelos utilizados e em dados
experimentais de ensaios piloto (por
exemplo, na definicao de dose,

concentragdes e tempo de experiéncia, etc.).

25




¥ REPUBLICA

PORTUGUESA AGRICULTURA

Diragio Garal
de Alimentagio
@ Veteriniria

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 modelos de murganho referidos sdo
amplamente usados em estudos de infec¢ao
por H. pylori e em carcinogénese gastrica,
havendo vasta literatura sobre os
procedimentos propostos e o seu impacto
no bem-estar animal, bem como um
conhecimento alargado sobre as patologias
desencadeadas/desenvolvidas e o momento
temporal em que elas ocorrem. Todos os
procedimentos serdo efectuados num
biotério licenciado pela DGAV para criagao,
manutencdo e procedimentos
experimentais, com pessoal técnico e
investigadores treinados especificamente
para o efeito. Os animais serdo avaliados
diariamente, com registo de observacdes e
“humane endpoints” definidos. Quaisquer
desvios das condi¢cdes normais de bem-estar
animal identificados levarao a retirada do
animal da experiéncia e se ndo for possivel a
sua recuperagao o] animal sera
humanamente eutanasiado.

Titulo do projeto

Investigacdao da dindmica e estabilidade do
“imprinting” parental durante o processo de
reprogramag¢ao em células estaminais
pluripotentes induzidas (iPSCs)

Duracao do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

iPSCs, “imprinting” parental, reprogramacao,
fibroblastos

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

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou
aplicada

Uso regulamentar e
producao de rotina

Protecao 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
gualificacGes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutencdo de coldnias de
animais geneticamente

26




¥ REPUBLICA

PORTUGUESA AGRICULTURA

@ Veteriniria

alterados ‘ ‘

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

A reprogramacdao em iPSCs tem um grande
potencial a nivel de investigacdo e
terapéutico. No entanto, a reprogramacao é
muito ineficiente e conduz a geracdo de
iPSCs com capacidades de pluripoténcia
reduzidas. Associados a estes problemas estd
o facto das iPSCs terem erros epigenéticos
fruto do processo de reprogramacao que se

manifesta a nivel, por exemplo, do
fendbmeno do “imprinting” parental. O
“imprinting” parental é um processo

epigenético que resulta na expressdo mono-
alélica de alguns genes de acordo com a sua
origem parental; o nimero e as causas para
erros de “imprinting” nas iPSCs ndo estdo, no
entanto, ainda suficientemente estudados
dado a auséncia de um sistema em que a
reprogramacdo possa ser controlada e em
que os dois alelos parentais possam ser
distinguidos. O nosso desenho experimental
cria esse sistema, possibilitando o estudo de
todas as regides gendmicas reguladas pelo
“imprinting” parental. A preservagao do
padrdao de “imprinting” parental herdado a
partir da célula somatica original é um
requerimento para a utilizacdo segura das
iPSCs como modelo para o estudo de
doengas in vitro e em medicina regenerativa.

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 nossa estratégia assente no cruzamento do
ratinho reprogramavel “C57BL6/J i4F-B” com
a estirpe Cast/Ei] permitird, pela primeira
vez, a monitorizacdgo do “imprinting”
parental durante a reprogramac¢do em iPSCs,
conhecimento que é importante para a
melhoria do processo e da qualidade das
iPSCs obtidas e essencial para o seu uso
como modelo para o estudo de doencgas in
vitro e em medicina regenerativa.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Ratinho:

Estirpes:

- C57BL6/]) i4F-B (Abad et al., 2013)
- Mus Musculus Castaneus (Cast/EiJ)
Numeros:

- 5 fémeas Cast/Eil

- 5 fémeas C57BL6/]J i4F-B

- 2 macho Cast/EiJ

- 2 macho C57BL6/J i4F-B

- 6 fémeas F1 (de um cruzamento entre
C57BL6/] i4F-B and Cas/Ei) mice)

- 6 machos F1
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No contexto do que é proposto fazer-se 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?

No final da realizacdo do projeto, os animais
serdo eutanasiados.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢ao)

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

Para a execugdo deste projeto é necessario o
recurso a fibroblastos primarios
embrionarios e adultos, sem a qual a
reprogramacdao em iPSCs ndo é possivel.
Além disso, ndo existe na literatura (fonte
pubmed) nenhum modelo animal (ou células
derivadas dele(s)) com as caracteristicas que
sdo imprescindiveis a este projecto: a
existéncia de um modelo animal ou celular
com a existéncia de uma cassete induzivel
para expressar os fatores de transcrigdo
pluripotentes de forma controlada e com
polimorfismos a nivel do DNA que permitam
a distincdo entre os dois alelos parentais.

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

Iremos wusar o minimo de animais
necessarios a colheita de fibroblastos
embrionarios e adultos. Por exemplo, no
caso dos animais de trés meses a usar, a
biépsia de orelha necessaria a genotipagem
do animal pode ser primeiro colocada em
cultura para gerar fibroblastos adultos e a
genotipagem pode ser feita a partir destas
células, de forma a maximizar a amostra
Unica colhida do animal.

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
serdao tomadas para minimizar os custos de
bem-estar (danos) aos animais.

A escolha do modelo de ratinho tem a ver
com a existéncia de modelos transgénicos e
de diferentes estirpes que de coadunam com
os objetivos deste projeto.

O projeto ndo envolve procedimentos que
causem sofrimento aos animais. MEFs serdo
gerados a partir de embrides E13.5 apds o
sacrificio da progenitora por deslocagdo
cervival; fibroblastos adultos serao
recolhidos a partir de tecido de orelha — que
é um procedimento “standard” na
genotipagem dos ratinhos que ndo requer
anestesia ou analgésicos.

Se algum animal apresentar sintomas de
doenca ou perda abrupta de peso (mais do
que 20% da sua massa) serdo sacrificados
por deslocagao cervical.

Titulo do projeto

Dissecdo genética de mecanismos
moleculares envolvidos na sépsis grave

28




¥ REPUBLICA

PORTUGUESA AGRICULTURA

@ Veteriniria

Duracao do projeto

Cinco anos

Palavras-chave (max. 5)

Sépsis, tratamento, mecanismos, vias
moleculares, tratamento

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

Investigacdao fundamental Sim

Investigacdo translacional ou | Sim

aplicada

Uso regulamentar e
producdo de rotina

Protecao 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 formacgao
para aquisicao, manutenc¢ao
ou melhoria das
gualificacGes 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)

O objetivo central de nosso programa de
pesquisa é identificar e caracterizar novos
mecanismos citoprotetores, com foco na
resposta ao dano do DNA dependente da
protecdo ativada por antraciclinas como uma
janela para os programas genéticos
induzidos pelo stress que conferem
tolerancia as doengas. Para o efeito, iremos
realizar uma combinagdo de abordagens
candidatas e imparciais para a identificagdo
in vivo de dependentes e independentes de
ATM de protegdo de tecidos. Vamos validar
os candidatos lider através da entrega
mediada por adenovirus de construc¢des para
sobreexpressdo (ganho de fungdo) ou shRNA
para silenciamento de genes (perda de
funcdo) para o pulmdo, tirando partido da
nossa recente descoberta de que resgatar
este orgdo é essencial e talvez suficiente na
protecdo induzida por antraciclina contra
sépsis grave.

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)?

Compreender se os mecanismos moleculares
a jusante de uma resposta protectora ao
dano do DNA induzida por baixa dose de
antraciclinas constitui uma janela sem
precedentes na citoprotecdo, que ndo é
apenas nova e excitante do ponto de vista
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bioldgico,

mas é provavel que inspire o projeto de
terapias transformadoras para a sépsis e
outras  condigdes  devastadoras  que
continuam a constituir necessidades médicas
nao atendidas. Usando
as antraciclinas em baixas doses é muito
eficaz na protegdo contra a sépsis, mas estas
drogas sdao bem conhecidas pelos seus
efeitos colaterais, incluindo cardiotoxicidade
e mielotoxicidade
(levando a diminuicdo dos glébulos brancos
necessarios, por exemplo, para combater
infecgOes). Compreendendo os mecanismos
moleculares que medeiam os efeitos
protectores das
antraciclinas, podemos esperar descobrir
mais efetores, que podem constituir novos
alvos levando a citoprotecdo sem a
necessidade de induzir danos ao DNA para
ativa-los e, portanto, sem os efeitos
colaterais associados a danos no DNA. A
outra vantagem, além da exploracdo de uma
guestdo cientifica, é que poderiamos
expandir a janela terapéutica e ativar esses
mecanismos em fases posteriores da doenga
e, portanto, possivelmente ajudando muitos
mais pacientes que chegam aos cuidados
médicos guando a doenca foi
progredindo por vdarios dias, porque as
antraciclinas sdo provavelmente eficazes
apenas quando usadas nas primeiras 24
horas apds a causa inicial da sépsis.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

1. Animais usados para experiéncias: com
base em nosso trabalho anterior e objetivo,
prevemos a necessidade de usar 1.090 ratos
por ano durante os préximos 5 anos. Isso
inclui

animais de tipo selvagem, estirpes
transgénicas (KI e KO), bem como animais
geneticamente modificados,
na esmagadora maioria dos casos no
pulmdo, usando vetores adenovirais para
sobre expressdo, siléncio ou KO de genes de
interesse neste 6rgdo:

- Experiéncias tipo 1: testar o efeito de
diferentes drogas e respectivos regimes de
doses - total de 480 animais:

a. testar 30 medicamentos em diferentes
condicbes. Cada vez, podemos testar 3
condi¢cbes usando um grupo controlo.
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Usaremos 10 animais por grupo. Um total de
40 animais em cada sessdo. 10 sessdes
necessarias. Total de 400 animais
necessarios.

b. Valida¢do. Vamos repetir duas vezes os 3
melhores fenétipos usando grupos de 10
animais. Maximo de 40 animais por sessao.
Total de 80 animais necessarios.

- Experiéncias do tipo 2: testar o efeito de 21
origens genéticas diferentes — total 360
animais:

a. Semelhante a configuracdo acima. 280
animais necessarios.

b. Duas repeticées dos 3 melhores fendtipos
obtidos usando grupos de 10 animais. Total
de 80 animais necessdrios. — Experiéncias
tipo 3: otimizagdo CRISPR - 250 animais
necessarios:

a. testar a dose: 10 animais controle e 4
condigdes diferentes usando 10 animais -50
animais necessarios.

b. Tempo necessario para esperar apds o
procedimento: 10 animais controlo e 4
pontos de tempo diferentes pontos usando
10 animais - 50 animais necessarios.

c. Teste de taxa de infeccdo por citometria
de fluxo, WB e imunocoloragdo no pulmao,
figado e rim. 50 animais necessarios.

d. Teste de eficicia das modificacGes
genéticas e efeitos fora do alvo por RT-PCR e
RNAseq - 100 animais necessarios.

2. Animais usados como reprodutores: 115
animais (cinco estirpes, 3 reprodutores e 20
murganhos para
cada ponto de tempo). Claro que esta é uma
estimativa.

No contexto do que é proposto fazer-se 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 projeto?

Os animais terdo uma forma grave de
peritonite que levara a morte em 48 horas
ou menos, no caso de animais controlo. Os
animais serdo sacrificados imediatamente
apos

realizacdo das experiéncias: 6, 12, 24, 48 e
72h no caso de colheitas de amostras, e no
dia 7 apds procedimento no caso de
experiéncias de sobrevivéncia. Nenhuma
intervencdao medicamentosa pode ser usada
para diminuir o sofrimento causado pelo
procedimento, pois isso interferiria
diretamente com o modelo de sépsis. Por
exemplo, analgésicos tém efeitos anti-
inflamatdrios, que perturbam diretamente a
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sépsis mecanicamente e o modelo de
choque séptico. Essas drogas iriam tornar-se
elas proprias parte da experiéncia.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Nao é possivel modelar sépsis e choque
séptico in vitro ou num modelo mais simples,
tais como, usando organismos como D.
melanogaster ou C. elegans.

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

Usaremos o numero minimo de animais
necessario para alcangar significancia
estatistica nos resultados das experiéncias
realizadas.

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 modelo de murganho CLP é considerado o
modelo padrdo ouro para estudar todos os
aspectos da sépsis em humanos, que vai
desde o estudo de suas causas mecanicistas
até ao seu tratamento, e é de longe o mais
usado. Modelos de murganho in vivo sdo
absolutamente necessarios para capturar a
complexidade da sépsis em niveis minimos
aceitdveis de significancia para a saude
humana; caso contrdrio, o porco ou mesmo
os primatas ndo humanos teriam que ser
usados.

Serdo colocados alimentos humidos dentro
da gaiola, e as pipetas dos bebedouros serdo
maos compridas. Os animais serdo
monitorados pela nossa equipa do biotério
pelo menos uma vez a cada 12 horas apds
inicio da realizagdo do procedimento.

As gaiolas serdo limpas ou trocadas, sempre
gue necessario.

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

Titulo do projeto

i-ThermoANIMAL - avaliagdo nao-invasiva
e automatizada de bem-estar animal por
termografia de infravermelhos

Duracao do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

Bem-estar animal, etologia,

Fim/objetivo do projeto (de acordo com Art? | Investigacdo fundamental Nao
59) (1)
Investigacdo translacional ou | Sim
aplicada
Uso regulamentar e Nao
producao de rotina
Protecao do ambiente Nao
natural no interesse da
saude ou do bem-estar do
homem ou dos animais
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Investigagdo destinada a Nao

conservacao das espécies;

Ensino superior ou formacao Nao
para aquisicao, manutencao
ou melhoria das

gualificagbes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manuteng¢do de coldnias de
animais geneticamente
alterados

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

Este projecto propGe-se a testar termografia
de infravermelhos para medicdo nao-
invasiva da temperatura de animais de
laboratdrio, permitindo avaliar a sua saude e
bem-estar. Sera desenvolvido, testado e
validado um protocolo para medicdo sem-
contacto de animais com recurso a camaras
térmicas digitais. Isto incluird elaborar e
testar algoritmos que integrem a informacao
das camaras de modo a identificar e
acompanhar animais em movimento e que
identifiquem variacdes na sua temperatura
interna e periférica.

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)?

Dado a temperatura corporal (quer interna
quer periférica) ser um indicador universal
do estado de saude e bem-estar de todos os
animais homeotérmicos, quaisquer
desenvolvimentos na monitorizagao, registo
e avaliagdo do perfil térmico de animais de
laboratério e de produgcdo tém elevado
potencial translacional. Ja ha algum trabalho
realizado com termografia em humanos para
aferir quer estados de saude (infecgdo,
inflamacdo, deteccdo de tumores), quer
emocionais (assentes da reaccao
hipertérmica ao stress, observavel num
grande numero de espécies, inclusive
humanos), mas ndo se tem realizado
esforcos no sentido de desenvolver meios
gue permitam um uso mais especifico da
termografia para avaliagcdo de saude e bem-
estar.

O desenvolvimento de ferramentas,
software e métodos para monitorizagdo
remota, ndo invasiva e automatizada de
animais — e potencialmente humanos -
podera contribuir para uma mais ampla

aplicacdo da termografia em dreas
emergentes como a telemedicina, o
diagndstico precoce, ou a medicina
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desportiva, entre outras.

Que espécies animais e  numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Serdo utilizados 180 animais, da espécie Mus
musculus (murganhos)

No contexto do que é proposto fazer-se 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?

A severidade é ligeira. Os animais serdo
eutanasiados de acordo com boas praticas,
no final do procedimento.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

Sendo um projecto que visa desenvolver
novos métodos para avaliar a temperatura
corporal de murganhos (procedimento 1) e a
sua aplicacdo para avaliacdo de bem-estar,
nao é possivel levar o mesmo a cabo sem a
utilizacdo efectiva de animais.

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

O numero de animais necessarios para o
procedimento 1 tem por base
recomendacbes dos biomatemadticos que
desenvolveram o método através do qual a
concordancia entre os métodos serd aferida.
O numero de animais necessarios para o
procedimento 2 foi calculado através de uma
“power analysis”, um método através do
qual é determinado o numero minimo de
animais necessarios para detectar os efeitos
que se esperam observar — para um
conjunto de pressupostos de delineamento
experimental e analise estatistica
previamente definidos — se os mesmos de
facto ocorrerem. Ou seja, de forma a evitar
erros estatisticos de tipo II.

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.

Todo o projecto se foca no refinamento dos
métodos actuais para medicdo de
temperatura de animais (procedimento 1) e
na aplicacido dessa metodologia para
afericdo do estado emocional dos animais, o
gue permitird inferir o impacto de técnicas
recorrentes em experimentagdo animal.

Titulo do projeto

HECOLCAP - Biomaterial para tratamento de
infegGes Gsseas

Duracao do projeto 4 meses
Palavras-chave (max. 5) infecdo dssea, regeneracao dssea,
biomateriais, libertacdo controlada de
antibiético
Fim/objetivo do projeto (de acordo com Art? | Investigacdo fundamental Nao
59) (1)
Investigacdo translacional ou | Sim
aplicada
Uso regulamentar e Nao
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producdo de rotina

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

homem ou dos animais

Investigagdo destinada a
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formacdo | Sim
para aquisicao, manutenc¢ao
ou melhoria das

gualificagGes 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)

Modelo de tratamento de osteomielites

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)?

Tratamento de infe¢Ges dsseas recorrendo
apenas a uma cirurgia com administracdo
local e controlada de antibidtico, material
implantado com capacidade de
consecutivamente libertar farmaco e
regenerar tecido dsseo, diminuigdo tempo
de internamento do doente, menor
sofrimento para doente e menor custo.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo utilizados?

Nesta fase (estudo preliminar) 3 ovelhas

No contexto do que é proposto fazer-se 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 projeto?

Indugdo de infe¢do dssea seguida de
tratamento. No final eutanasia dos animais.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢do)

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

O material destina-se a ser, no futuro,
implantavel em humanos pelo que, a prova
de conceito terd de ser feita em modelo
animal de grande porte.

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

Em cada animal serdo implantados 2+2
dispositivos de modo a sacrificar o nimero
minimo de animais sem comprometer o
bem-estar destes.

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

Tendo em conta os objetivos pretendidos
em termos de remodela¢do éssea, o modelo
ovino esqueleticamente maduro é
considerado um modelo animal adequado e
largamente validado. Por outro lado, em

35




¥ REPUBLICA

PORTUGUESA AGRICULTURA

@ Veteriniria

serdo tomadas para minimizar os custos de | termos de maneio trata-se de um animal de

bem-estar (danos) aos animais.

facil manipulacdo e manutencdo. O bem-
estar estd devidamente salvaguardado em
termos de instalagdes e também de controlo
de dor peri operatério.

Titulo do projeto

MIRACLES - Biorrefinaria integrada de algas de varios
produtos: do diéxido de carbono e energia luminosa
a especialidades de alto valor

Duracdo do projeto

48 meses

Palavras-chave (max. 5)

Sustentabilidade; Nutricdo; Crescimento; Aquacultura;
Bem-estar animal.

Fim/objetivo do projeto (de acordo

com Art@ 59) (1)

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou aplicada | Sim

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

Investigacdo destinada a conservacao Nao
das espécies;
Ensino superior ou formagdao para Nao

aquisicdo, manuten¢do ou melhoria
das qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina Ndo
legal
Manuteng¢dao de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados

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

serem abordadas, etc)

O objectivo central do projecto MIRACLES é criar as
bases tecnoldgicas para disponibilizar a biomassa de
microalgas a custos aceitdveis, através do
desenvolvimento de tecnologias apropriadas de bio-
refinaria. Um dos objectivos especificos é desenvolver
formulagGes para uma alimentagdo que promova uma
condicdo nutricional dptima, e dentro de parametros
de sustentabilidade econdmica e ambiental, em peixes
de aquacultura, utilizando biomassas de microalgas.

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)?

Com este projeto pretende-se contribuir para a
sustentabilidade  econdmica e ambiental da
aquacultura Europeia, através de:

1) melhorar a eficiéncia de conversdo do alimento

2) reduzir os custos com a alimentacgdo

Que espécies animais e numeros

aproximados de animais
utilizados?

serao

3600 Sparus aurata e 2784 Solea senegalensis
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No contexto do que é proposto
fazer-se aos animais, quais sao os
efeitos adversos esperados e o
grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecera aos
animais no final da realizacdo do
projeto?

No ensaio de crescimento, o grau esperado de
severidade sera ligeiro.

No final, parte serdao usados em analises laboratoriais,
os restantes serao sacrificados, o que implica um grau
de severidade de Nao Recuperagao.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substitui¢ao)
Refira a razao por que precisa usar
animais e por que ndo pode usar
alternativas ndo-animais

E fundamental para a viabilidade do projeto o uso de
animais vivos uma vez que se pretende obter uma
resposta em termos de crescimento em ensaios de
nutricdo que envolvem a alimentacdo dos peixes com
dietas experimentais, simulando as condicGes reais de
producao.

2.Reduction (Reducao)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

No planeamento deste estudo foram levados a cabo
um desenho experimental e planeamento estatistico
cuidados, no sentido de reduzir ao maximo o numero
de animais a utilizar.

3.Refinement (Refinamento)
Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal
gue serdao usados s3o o0s 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 espécies utilizadas serdo usadas devido a sua
relevancia enquanto espécies produzidas em
aquacultura e por ser de facil manutencdo em
condicbes laboratoriais. Estudos anteriores
(conhecimento in silico) demonstraram que ambas as
espécies sdo sensiveis aos tratamentos a aplicar.

Titulo do projeto

MatriCard-Disseccdo e Reconstrucio de Matriz
Extracelular: Nicho de Regeneragao Cardiaca

Duracao do projeto

5anos

Palavras-chave (max. 5)

Regeneracdo cardiaca, enfarte do miocardio,
desenvolvimento cardiaco; matriz extracelular

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

Investigacdo fundamental Sim

Investigacdo translacional ou aplicada | Sim

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

Investigacdo destinada a conservagao Nao

das espécies;

Ensino superior ou formacdo para Nao

aquisicdo, manutencao ou melhoria

das qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina ~
Nao

legal
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Manutencdo de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados

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

O objetivo central do trabalho é a identificacdo dos
mecanismos que regulam a regeneragdo vs.
reparacdo cardiaca e sua aplicacdgo no
desenvolvimento de novas terapias para tratamento
do enfarte do miocardio

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 projecto poderd identificar moléculas importantes
para o tratamento do enfarte do miocardio assim
como produzir novas terapias para o tratamento da
mesma patologia.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Murganho, 200 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 acontecerd aos animais no
final da realizacdo do projecto?

Nos animais utilizados para recolha de tecidos o
stress provocado ao animal é minimo. No entanto nos
modelos de lesdo cardiaca neonatal e adulto o grau
de severidade é moderado e severo,
respectivamente. Os animais serdo monitorizados
com frequéncia no caso dos adultos estad
contemplada analgesia nas 72h posteriores a cirurgia.

Aplicagdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Utilizacdo de linhas celulares em todas as
experiéncias em que exista alternativa a culturas
primarias ex. progenitores cardiacos e linha HL-1 de
cardiomidcitos.

2.Reduction (Redu¢ao)

Explique como garantird que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Propomos o desenvolvimento de modelos in vitro
para manutencdo de células cardiacas o que
permitira estender a duragdo das culturas de células
primdrias e assim reduzir o nimero de isolamentos
de células necessdrios cardiomidcitos

3.Refinement (Refinamento)
Explique a escolha da(s) espécie e a
razdo porque o modelo(s) animal
que serdo usados s3o o0s mais
refinados, tendo em conta os
objectivos. Expliqgue as medidas
gerais que serdo tomadas para
minimizar os custos de bem-estar
(danos) aos animais.

De forma a minimizar a perturbacdo resultante da
experimentacdo animal contemplamos medidas de
refinamento e humane endpoint. Também grupos
homogéneos de animais sdo utilizados (mesma idade
e animais singenéticos) de forma a reduzir as
diferengas entre animais, resultando num decréscimo
do numero de animais necessdrios para obter
resultados estatisticamente significativos.
Adicionalmente todas as cirurgias serdo efectuadas
exclusivamente por investigadores acreditados pela
DGV.

O projeto sera submetido a avalia¢do retrospetiva no final da sua realizagdo.

Titulo do projeto

COMBINE —Estratégia pré-regenerativa
combinatdria para potenciar a regeneragao
axonal e melhorar a recupera¢ao funcional
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apos lesiao medular

Duracao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Lesdo medular; regeneracdo neuronal;
reabilitacdo

Fim/objetivo do projeto (de acordo com Investigacao fundamental Nao

Arte 59) (1)
Investigacdo translacional ou | Sim
aplicada
Uso regulamentar e producdo Nao
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 formacdo Nao
para aquisicao, manutengao ou
melhoria das  qualificacdes
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)

Ird ser testada uma nova estratégia terapéutica
combinatorial para as lesGes medulares com os
seguintes objectivos:

- Aumentar a capacidade intrinseca dos axdnios
do sistema nervoso central regenerarem apds

lesdo, por inibicdo de dois inibidores de
regeneracao.
- Diminuir as caracteristicas inibitérias da

cicatriz glial, por utilizagdo de um hidrogel
baseado em fibrina.

Esta  abordagem  proé-regenerativa  serd
combinada com um programa de reabilitacao,
concebido para se assemelhar a programas
actualmente realizados na pratica clinica.

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)?

Este projeto podera contribuir para a
identificacdo de alternativas terapéuticas para
lesdes do sistema nervoso, e como tal ter um
impacto significativo na qualidade de vida dos
doentes afetados.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serao utilizados?

Rato- 120 animais

No contexto do que é proposto fazer-se
aos animais, quais sdo os efeitos adversos
esperados e o grau provavel/esperado de
severidade? O que acontecerda aos

A lesdo medular é um procedimento moderado.
Os ratos lesionados ficardo logo apods a lesdo
paraplégicos e apresentardo perda do controle
urindrio. E no entanto esperado que no decurso
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animais no final da realizacdo do projeto?

do projeto, 0s animais recuperem
progressivamente alguma das suas fungdes
locomotoras bem como o controlo urindrio.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicdo)

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

Ndo é para ja possivel recriar in vitro o
ambiente de uma medula espinal lesionada.
Como tal, apds testes em cultura celular, é
necessario testar em animais novas opcoes
terapéuticas. Adicionalmente neste projeto
iremos avaliar os beneficios de um protocolo de
reabilitagdo em ratos lesionados. Este tipo de
estudo sé é possivel in vivo.

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantird que serao
utilizados os numeros minimos de
animais

Todas as drogas e nanomateriais utilizados em
animais serdo previamente testados em
culturas celulares. Apenas os que apresentarem
resultados positivos passarao a testes in vivo.

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 procedimentos serdo efetuados por
investigadores  experientes em  cirurgia
experimental.

Cuidados de refinement serdo tomados na
manutencdo dos animais em que fér provocada
lesdo da espinal medula.

Todos os animais serdo anestesiados e serd
providenciada analgesia, fluidoterapia durante
72 horas apos cirurgia. No periodo de recobro
os ratos serdao vigiados, mantidos aquecidos,
com os seguintes cuidados de refinement:

- Presenca de comida humida (soft food) na
cama e observacao do intake nutricional;

- Fornecimento de Nutela para alimentar os
animais durante as 9 semanas de duragao da
experiéncia;

- Uso de biberons de tetina longa, 6cm, de
forma a facilitar o acesso a agua;

- Agua fornecida com antibiético para
prevencao de infec¢Ges urinarias.
Baytril injectavel administrado por via

subcutdnea dosagem 10 mg/kg durante as
primeiras 72 horas, e baytril 10% suspensao oral
dosagem 25 mg/kg de PV na dgua de bebida.

- Esvaziamento manual da bexiga (duas vezes ao
dia) seguido de cuidados de desinfec¢do.

Todos os animais submetidos a lesdo serdo
monitorizados 2 vezes/dia durante o pods-
operatdrio de forma a que seja possivel tomar
atempadamente as medidas necessarias para
evitar sofrimento.

No péds-cirurgico e até a data de eutanasia sera
oferecido enriquecimento ambiental (rolos e
papel), brindes (chocolate) e muito afeto
humano.
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‘ O projeto sera submetido a avaliacdo retrospetiva no final da sua realizacao.
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