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Resumo néao técnico de projetos experimentais autorizados em 2019

Titulo do projeto

MEMORYSTIM - Modulacao optogenética da sinalizacao
GABAérgica e dopaminérgica do cortex pré-frontal para a
reversao de défices cognitivos relacionados com dor cronica

Duracéo do projeto

36 meses

Palavras-chave (max. 5)

“Défices cognitivos”; “ dor cronica”; optogenética; “cortex pré-
frontal”; “reversao de défices”

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Sim
Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao

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

Investigacdo destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao

Manutencao de colénias de animais Nao
geneticamente alterados @

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

A dor cronica esta associada a alteracdes nos circuitos pré-
frontais. A visdo atual é de que que a dor pode contribuir para o
desequilibrio da sinalizacdo dopaminérgica no coértex pré-frontal
(PFC), introduzindo “ruido” nos circuitos locais e contribuir para
um “output” anormal para outras estruturas subcorticais do
cérebro. Uma das hipoteses que justifica esse desequilibrio é o
de que a sobrecarga sensorial pode estar associada a uma hipo-
atividade das projecoes mesocortico-limbicas dopaminérgicas
para o PFC, resultando na sua hipo-estimulacao e na
manifestacao de défices cognitivos de forma na’loga ao que
acontece em algumas doencas neurologicas e psiquiatricas.
Todavia, ainda nao sao totalmente conhecidos quais os
mecanismos neurobiologicos que estdo na base desses estados
de hipo-sinalizacao dopaminérgica do PFC, e esse, constitui o
objeto principal deste projeto.

Sabe-se que a modulacao dopaminérgica desempenha um papel
importante a nivel da transmissdo GABAérgica no PFC,
colaborando no suporte transiente de representacdes neuronais
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de eventos necessarios para os processos de decisdao e memoria.
Esse controlo é mediado pela habilidade da dopamina (DA), em
determinados contextos, poder amplificar seletivamente a
atividade de determinadas populacoes neuronais. No PFC, a DA
esta associada a ativacao de interneurénios do tipo “fast-
spiking”, que sao um subgrupo de interneuronios GABAérgicos
envolvidos no controlo temporal e seletividade espacial da
atividade dos neuronios piramidais. A estimulacao da area
tegumental ventral resulta na supressao da atividade dos
neurdnios piramidais do PFC, esta inibicdo esta correlacionada
temporalmente com o aumento da excitabilidade local dos
interneuronios “Fast-spiking”. Ao nével celular, a acao inibitoério
da dopamina no PFC é devida a um aumento da atividade local
da rede GABAérgica. Os interneurdnios GABAérgicos no PFC
expressam recetores de dopamina, e a excitabilidade dos
interneuronios “fast-spiking” é modulada positivamente por
recetores no PFC do tipo D1 e D2. Nesse sentido, a fina sintonia
entre a transmissao local GABérgica e a atividade dos
interneuronios piramidais regulada pelo DA tém uym papel
critico durante os processos de memoria e a perturbacao destas
interagoes esta implicada na fisiopatologia de défices
cognitivos.

Neste projeto, vamos combinar a extensa experiéncia em
comportamento e avaliagao de sinais neurofisiologicos com
estimulacao optogenética, para modular seletivamente a
sinalizacao dopaminérgica no PFC. Especificament,
pretendemos saber se a modulacao optogenética pela via
mesocortico-limbica dopaminérgica é capaz de restaurar o
equilibrio da funcao inibitoria do PFC, e se a manipulagao direta
deste circuito produz algum impato na reducao das respostas
nociceptivas e na performance cognitiva.

Quais sao 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)?

As falhas de memoria sdo um dos problemas que
frequentemente afeta os doentes com dor crénica sao. Estes
problemas ja estao amplamente descritos na literatura
cientifica e é reconhecido, hoje, que constituem um problema
mais centrado nos processos de memoria de curto prazo, que
requerem um nivel significante de complexidade cognitiva, do
que perda generalizada de memoria.

Sao diversos os estudos clinicos e pré-clinicos que suportam a
ideia de que a dor crénica causa alteracoes em larga escala do
nivel de conetividade entre diversas areas do cérebro; em
particular, regides que nao pertencem classicamente a
componente definida como sistema somato-sensitivo. Estas
alteracoes surgem em diferentes patologias dolorosas e em
diferentes niveis de severidade de dor. No entanto, os
mecanismos neuronais subjacentes a estas alteracoes de
atividade, ainda nao sao totalmente conhecidos. Todavia, sabe-
se que a dor crénica conduz a alteragdes no fluxo de
informacodes entre areas do cérebro, resultando em alteracoes
no fluxo de informacdes entre areas do cérebro, resultando em
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alteracoes a longo prazo na atividade oscilatoria.

A identificacao destes marcadores e padroes de atividade
cerebral sao de importancia crucial, para o desenvolvimento de
intervencoes mais seletivas e direcionadas a circuitos
especificos do cérebro envolvidos no processamento d
informacao olorosa e no processo de cronificacao da dor, e
proporcionar aos doentes em tratamento diferenciado que
permita melhorar a qualidade de vida das pessoas e gerir da
melhor forma os custos associados a esta doenca.

Que espécies animais e nUmeros
aproximados de animais serao utilizados?

Neste projeto apenas serao utilizados vertebrados - roedores
nao transgénicos (Spargeu-Dawlwy e C57 que serdo adquiridos a
laboratorio em Franca) e roedores transgénicos adquiridos a
laboratorio dos EUA. Serao utilizados entre 120-150 animais.

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
realizacao do projeto?

Os efeitos adversos gerais sao moderados, uma vez que nao
afetam de forma significativa o estado de salde dos animais. No
entanto, estdo incluidas medidas que visam reduzir alteracoes
do bem-estar dos animais durante os procedimentos a aplicar
durante a execucao deste projeto. A maior parte dos
procedimentos envolve a avaliacao da performance cognitiva
em tarefas de memoria de curto prazo, nas quais o nivel de
severidade dos procedimentos é ligeiro ou inexistente. No caso
dos procedimentos que envolvem a inducao do modelo animal
de neuropatia periférica ou implantacédo intracraniana podem
ser considerados severos, por envolverem uma lesao ou
alteracao permanente, embora tenham um impacto ligeiro ou
moderado subsequente no bem-estar animal.

No final do projeto os animais serdao occisados para recolha do
cérebro para validacao histolégica da localizacdo em tecido da
estrutura para registo da atividade neuronal e de estrutura para
foto-estimulacdo. Esta recolha é ainda necessaria para validar
funcionalmente em tecido o nivel de expressao das proteinas
fotossensiveis.

Aplicacdo dos 3Rs :

1.Replacement (Substituicdo)

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

O estudo das redes de conetividade cerebral e da sua alteracao
dinamica em situacdes de patologia nervosa, necessitam da
utilizacdo de um cérebro inteiro e, naturalmente, modelos
animais: a utilizacao de culturas celulares, tecidos inertes ou
modelos computacionais, hao permite.

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantira que serao
utilizados os nimeros minimos de
animais

Os nossos métodos experimentais permitem a utilizacao de um
reduzido niUmero de animais, porque cada animal é implantado
com sensores cronicos de registo de atividade cerebral, e
procedemos a obtencao de sinais por longos periodos de tempo
(que podem chegar a meses) durante a atividade diaria dos
animais. Desta forma, cada grupo experimental (animais
tratados e animais controlo) fornece mitos dados, permitindo a
execucao de trabalhos complexos com um nimero reduzido de
animais por grupo experimental. No total do projeto esta
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planeada a utilizacao de 120-150 animais, no periodo de
duracao deste projeto (3 anos). Este nimero podera ainda ser
reduzido, dependendo da estabilidade das respostas dos grupos
experimentais.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

As espécies Rattus norvegicus e Mus musculos sdo utilizadas
universalmente em estudos que envolvem uma forte
componemte anatémica, para a analise neurofisioldgica e
avaliacao de funcdes cognitivas complexas em circuitos neurais.
Estes modelos animais sao de grande importancia pois
apresentam uma grande homologia anatomica e estrutural ao
nivel do cérebro, o que permite uma melhor mimetizacao e
translacao de resultados. Por outro lado, a variabilidade do
padrao genético, entre o homem e os roedores, é reduzida o
que também favorece essa translacao.

0 nosso laboratdrio tem feito um esforco para adotar as
recomendacoes internacionais de forma a minimizar a dor,
sofrimento e stress nos modelos animais de dor, melhorar o
bem-estar animal e otimizar a qualidade dos estudos nesta area.
Essas praticas e orientacdes incluem o principio na escolha do
modelo, procedimento de inducado, procedimentos para a
recolha de registos de atividade neural no cérebro, cuidados
pos-operatorios. Na componente de bem-estar animal, a
inclusao de “endpoints” humanos nos protocolos experimentais,
contexto e estrutura social e enriquecimento ambiental no
alojamento dos animais. Por fim, outro principio adotado é a
partilha de dados obtidos.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Sim Observacoes

Titulo do projeto

OPTORISK - Codificacao de sinais de recompensa em populacdes
neuronais do circuito dopaminérgico: estudo optogenético dos
correlatos neuronais de decisao e expetativa.

Duracgéao do projeto

36 Meses (eventualmente prolongavel)

Palavras-chave (max. 5)

“Défices cognitivos”; “dor cronica”; optogenética; “cortex pré-
frontal”; “imagiologia de calcio intracraniano”.

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Sim

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

Investigacao destinada a conservacao Nao

das espécies;

Ensino superior ou formacao para
aquisicao, manutencao ou melhoria das
qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao

Manutencao de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados @

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

O nosso comportamento individual esta indissociavelmente
ligado a forma como respondemos aos eventos positivos e
negativos que vivemos, e a forma como aprendemos com esses
mesmos eventos. A neurotransmissdo dopaminérgica com origem
em nucleos mesencefalicos é o principal sistema neuronal de
codificacdo do conteldo hedodnico de eventos relevantes.
Curiosamente, a atividade dos neurdnios dopaminérgicos nao
esta correlacionada com o valor da recompensa dos eventos,
mas sim com o grau de discrepancia entre a expectativa da
recompensa e o efetivo resultado obtido. Esta codificacao
neuronal da dopamina é vulgarmente designada como o sinal de
Erro na Previsao de Recompensa: um mecanismo crucial para
detetar mudancas na causalidade entre estimulos e resultados.

Para abordar estes topicos, este projeto ira executar registos
neurofisiologicos e neuroimagioldgicos usando miniscopios
implantados em diferentes areas em animais despertos,
enquanto simultaneamente estimulamos ou inibimos
optogeneticamente os neurdnios dopaminérgicos. A estimulacao
optogenética permite estimular populacdes especificas de
neurénios, mimetizando a transmissao sinaptica natural desses
neurénios. Este grupo de investigacdo conseguiu 6timas
publicacbes através da qualidade técnica dos registos
neurofisiologicos em animais despertos, e introduzimos
recentemente a estimulacao optogenética no laboratorio; o
nosso laboratoério possui os recursos técnicos e a capacidade
humana para executar as tarefas propostas neste projeto e
realizar trabalhos de elevado calibre internacional com
imediato impacto no avanco do conhecimento desta area.

Quiais sao 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)?

Um dos problemas que frequentemente afeta os doentes com
dor crénica é as falhas de memoria. Estes problemas ja estao
amplamente descritos na literatura cientifica e é reconhecido
hoje que constituem um problema mais centrado nos processos
de memodria de curto prazo, que requerem um nivel significante
de complexidade cognitiva, do que perda generalizada de
memoria.

Sao diversos os estudos clinicos e pré-clinicos que suportam a
ideia de que a dor crénica causa alteracdes em larga escala do
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nivel de conectividade entre diversas areas do cérebro; em
particular, regides que nao pertencem classicamente a
componente definida como sistema somato-sensitivo. Estas
alteracdes surgem em diferentes patologias dolorosas e em
diferentes niveis de severidade da dor. No entanto, os
mecanismos neuronais subjacentes a estas alteracoes de
atividade, ainda nao sao totalmente conhecidos. Todavia, sabe-
se que a dor crénica alteracdes no fluxo de informagdes entre
areas do cérebro, resultando em alteracdes a longo prazo na
atividade oscilatéria.

A identificacdo destes marcadores e padrées de atividade
cerebral sdo de crucial importancia, para o desenvolvimento de
intervencées mais seletivas e direcionadas a circuitos
especificos do cérebro envolvidos no processamento de
informacao dolorosa e no processo de cronificacao da dor, e
proporcionar aos doentes um tratamento diferenciado que
permita melhorar a qualidade de vida das pessoas e gerir da
melhor forma os custos associados a esta doenca.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Ratos da estirpe Sprague-Dawley. Serao utilizados entre 120-200
animais.

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
realizacao do projeto?

Os efeitos adversos sao moderados, uma vez que sao
prolongados no tempo, mas nao afetam de forma significativa o
estado de saude do animal.

Alids, a manutencao do bom estado geral do animal (avaliado
pela ndo alteracdo de parametros biologicos de peso, sono,
stress crénico, movimento, hierarquia social, "grooming" e de
acasalamento) é fundamental para o sucesso das experiéncias;
qualquer animal que demonstre uma diminuicao severa destes
parametros sera retirado do grupo experimental.

No final do projeto os animais serao occisados.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicao)

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

0 estudo das redes de conectividade cerebral e da sua alteracao
dinamica em situacdes de patologia nervosa, necessitam da
utilizacdo de um cérebro inteiro e, naturalmente, modelos
animais: a utilizacado de culturas celulares, tecidos inertes ou
modelos computacionais, ndo permite essa avaliacao.

2.Reduction (Reducao)

Explique como garantira que serao
utilizados os nUmeros minimos de
animais

As metodologias muito complexas de registo neurofisioldgico em
animais em movimento que desenvolvemos no nosso laboratorio
ao longo dos ultimos 15 anos, permitiram uma enorme reducao
do nimero de animais utilizados neste tipo de experiéncias. Os
nossos métodos experimentais permitem a utilizacao de um
reduzido nimero de animais, porque cada animal é implantado
com sensores cronicos de registo da atividade cerebral, e
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procedemos a obtencao de sinais por longos periodos de tempo
(que podem chegar a meses) durante a atividade diaria dos
animais. Desta forma, cada grupo experimental (animais
tratados e animais controlo) fornece muitos dados, permitindo a
execucao de trabalhos complexos com um nimero reduzida
animais por grupo experimental. No total do projeto esta
planeada a utilizagcao de cerca de 120-200 animais, no periodo
de duracao deste projeto (3 anos). Este numero podera ainda
ser reduzido, dependendo da estabilidade das respostas dos
grupos experimentais.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

As espécies Rattus norvegicus e Mus musculus sao utilizadas
universalmente em estudos que envolvem uma forte
componente anatomica, para a analise neurofisioldgica e
avaliacao de funcdes cognitivas complexas em circuitos neurais.
Estes modelos animais sdo de grande importancia pois
apresentam uma grande homologia anatémica e estrutural ao
nivel do cérebro, o que permite uma melhor mimetizacao e
translacao de resultados. Por outro lado, a variabilidade do
padrédo genético, entre o homem e roedores, é reduzida o que
razao porque o modelo (s) animal também favorece essa
translacao.

0 nosso laboratério tem feito um esforco para adotar as
recomendacoes internacionais de forma a minimizar a dor,
sofrimento e stress nos modelos de animais de dor, minimizar os
custos de bem-estar melhorar o bem-estar animal e otimizar a
qualidade dos estudos nesta area. Essas praticas e orientacoes
incluem o principio na escolha do modelo, procedimentos de
inducao, procedimentos para a recolha de registos da atividade
neuronal no cérebro, cuidados pré e pds-operatorios. Na
componente de bem-estar animal, a inclusao de "endpoints”
humanos nos protocolos experimentais, contexto e estrutura
social e enriquecimento ambiental no alojamento dos animais.
Por fim, outro principio adotado é a partilha de dados obtidos.

Para uso oficial

0 projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Sim Observacoes

Titulo do projeto

Avaliacao da infecciosidade de estirpes de Leishmania infantum
isoladas de gatos

Duracao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Gato, Leishmania, reservatorios, “modelo murino”, patogénese
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Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Nao
Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacao destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencao de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados ®

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

O objetivo deste projeto sera avaliar a patogénese das estirpes
de Leishmania, isoladas de gatos, no modelo murino

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

Os dados obtidos contribuirao para o conhecimento da
patogénese, nos vertebrados (modelo murino), de estirpes de
Leishmania isoladas de gatos.

Pretende-se esclarecer as semelhancas/dissemelhancas que as
estirpes isoladas de gatos apresentam em comparacao com as
isoladas de caes e de humanos, contribuindo, desta forma, para
um melhor esclarecimento do papel dos gatos enquanto
putativos reservatorios destes parasitas.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Mus muscullus - BalbC

120 animais Mesocricetus auratus

6 animais

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
realizacao do projeto?

Efeitos adversos:

N&o é expectavel a ocorréncia de adversos, embora ocorra
visceralizacao da infecao. Tipicamente o modelo murino nao
desenvolve sinais clinicos associados a infecao por Leishmania.

Os animais serao occisados e posteriormente incinerados no fim
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do estudo.

Aplicacao dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicao)

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

0 objetivo do estudo é caracterizar in vivo a dinamica infecao
por estirpes de Leishmania isoladas de gatos, inviabilizando a
aplicacdo de métodos alternativos que nao utilizem animais.

2.Reduction (Reducéao)

Explique como garantira que serao
utilizados os nimeros minimos de
animais

O ndmero de animais necessario para o estudo, foi aferido e
acordo com Festing & Weigle (2003). Desta forma, sera utilizado
0 nimero minimo de animais, tendo por base a obtencao de
resultados estatisticamente significativos.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

A espécie escolhida (Mus musculus) é o modelo mais utilizado
nos ensaios in vivo da leishmaniose. As principais vantagens
deste modelo sao: (1) Suscetibilidade a infecao que serao
usados sao os mais por Leishmania infantum; (2) permitir uma
facil manipulacao refinados, tendo em conta os e acomodagao
dos animais; (3) permitir trabalhar com estirpes "inbred”,
reduzindo as variagdes genéticas entre animais do mesmo grupo
experimental. O hamster (Mesocricetus auratus) é um modelo
animal bastante suscetivel a infecao por L. infantum permitindo
a isolamento de elevado nimero de parasitas. O bem-estar dos
animais sera garantido através de uma vigilancia adequada dos
mesmos, da realizacdo adequada dos procedimentos e
cumprimento dos requisitos éticos e legais vigentes. Nas caixas
de alojamento sao colocados tubos e material de
entretenimento que lhes permite efetuarem exercicio fisico e se
esconderem, durante o periodo de manutencdo, de forma a
promover o bem-estar dos animais.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Nao Observacoes

Titulo do projeto

Imuno-Regulacdao em salde e doencas

Duracéao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Autoimunidade, cancro

Fim/objetivo do projeto

Investigacao fundamental Sim
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Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacdo destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencao de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados @

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

Neste projeto iremos estudar as propriedades do sistema
imunoldgico que garantem a integridade dos tecidos, assim
como a tolerancia a antigénios comensais e alimentares,
enquanto mantém a capacidade de montar repostas eficazes
contra agentes infeciosos e biologica deste equilibrio paradoxal
ainda nao se encontra completamente compreendida, e esta
falta de conhecimento impede o avanco no desenvolvimento de
curas para doencas autoimunes e cancro. Assim, os maiores
efeitos secundarios das terapéuticas contra as doencas
autoimunes sao infecoes e cancros, e os maiores efeitos
secundarios das terapéuticas imunoldgicas contra o cancro sao o
desenvolvimento de doencas autoimunes e de inflamacao
exacerbada.

Ha uma necessidade urgente de descodificar as regras biologicas
que levam ao desenvolvimento de tolerancia imunologica
benéfica ou prejudicial. O timo é um 6rgao do sistema
imunologico que tem como principais funcdes a producao de (1)
linfocitos T que defendem o nosso organismo de agentes
patogénicos e de células cancerigenas, mas que também podem
causar autoimunidade, e de (ll) células T reguladoras (Treg) que
previnem manifestacbes autoimunes, mas também podem
prevenir a rejeicao de tumores. Assim, ao testarmos
formalmente o papel da atividade continua do timo na
tolerancia imunoldgica dos adultos nos orgdos desenvolvidos
durante a vida embrionaria, nos microrganismos comensais
adquiridos durante o nascimento e nos tumores desenvolvidos
na idade adulta, esperamos contribuir com a descoberta de
novos alvos para o desenvolvimento terapéutico.

O projeto representa a atividade global do laboratério para os
proximos cinco anos. Propomos implementar a validacdo do
conceito, em ratinhos - de que a ontogenia, a atividade timica e
o historial fisioldgico dos tecidos alvo contribuem para o
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estabelecimento da doenca - em modelos de cancro, infecdes
bacterianas e autoimunidade especifica de orgaos.

O presente estudo tem como objetivo definir o papel da
atividade timica continua na manutencdo e inducdo de
tolerancia imunologica, assunto fundamentado nas publicacoes
prévias do nosso laboratorio e nunca estudada por outros
investigadores. Uma vez que os linfocitos T, em recém-nascidos,
sdo todos recentemente exportados do timo, temos também
questodes importantes relacionadas com a ontogenia e tolerancia
imunoldgica. Devido ao fato de que deficiéncias em genes
reguladores  da resposta imunoldgica resultar no
estabelecimento de doencas autoimunes que afetam varios
orgaos, colocamos a hipotese do historial fisiologico do 6rgao
(1.e. infecdes, inflamacdo ou formacao de cicatrizes) poder
torna-lo mais suscetivel ao ataque autoimune, antes da
desregulacao imunologica.

De uma forma geral, temos 3 objetivos para fundamentar as
questoes acima referidas. No primeiro, pretendemos dissecar o
papel das células hematopoiéticas versus tecidos na doenca
autoimune e na transplantacdo de odrgaos. Neste ponto
esperamos estabelecer se o historial patofisiologico do
tecido/orgdao tem influéncia na suscetibilidade ao ataque
imunoldgico e, consequentemente, no estabelecimento da
doenca autoimune. Esperamos também definir o papel das
células epiteliais (ndo hematopoiéticas) ou das células
dendriticas (hematopoiéticas) na modelacao do sistema
imunologico no que respeita a promocao da tolerancia a orgaos
(saudavel versus autoimunidade versus rejeicao a transplante).

Como segundo objetivo, pretendemos perceber o papel da
atividade timica na doenca autoimune, na imunidade anti
tumoral e nas infecées bacterianas; estabelecendo como e
quando a atividade timica reduz a suscetibilidade a doencas
autoimunes, limita a imuno-sobrevivéncia de tumores e
favorece a tolerancia a patobiontes, patdgenos oportunistas
e/ou comensais.

O terceiro objetivo € a identificacdo de células do sistema
imunologico modeladoras e especificas da doenca autoimune. As
células T reguladoras (Treg) sao uma peca chave no controlo de
manifestacoes autoimunes assim, neste Gltimo ponto
pretendemos identificar quais as subpopulacoes de células T sao
precursoras de células Treg e em que condicoes elas se
diferenciam em Treg. Pretendemos também perceber o que
favorece a manutencao de subpopulagoes especificas de células
Treg e quais sdo os tipos de células, tecidos e orgdos regulados
pelas subpopulacdes especificas de células Treg.

Quais sao os potenciais beneficios que
possam derivar deste projeto (como
poderia a ciéncia avancar ou os seres
humanos ou outros animais poderiam

Este projeto pretende contribuir para a identificacao de
parametros biologicos para explicar ataque aos nossos Orgaos
por células ou moléculas do sistema imune, levando a sua
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disfuncao.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Ratinhos no total de 9680 animais, ao longo de cinco anos.

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
realizacao do projeto?

O grau de desconforto espectavel para animais sujeitos a
procedimentos neste projeto é considerado ligeiro a moderado.

Todos os animais experimentais serao observados pelo menos
duas vezes por semana. Animais que desenvolvam doencas ou
que atinjam alteracao de estado geral compativel com limites
criticos serao imediatamente retirados da experiéncia e
eutanasiados.

No final dos procedimentos, os animais serao

eutanasiados. Aplicacao dos 3Rs

Aplicacdo dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicao)

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

Uma vez que apenas em animais experimentais é reproduzida a
complexidade dos processos biologicos e das interacdes
celulares presentes no sistema imune de humanos, este projeto
sO podera ser executado com recurso a ratinhos.

2.Reduction (Reducéo)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros minimos de
animais

O numero de animais experimentais sera reduzido pela
otimizacao do nimero de parametros a ser analisado em
utilizados os nimeros minimos de cada amostra e pela
utilizacdo, sempre que possivel, de grupos de animais controlo
comuns a varias experiéncias.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

Para atingir os objetivos deste projeto é necessario analisar o
desenvolvimento de doencas autoimunes, e a rejeicao de
transplantes e tumores.

Serdo tomadas as seguintes medidas para minimizar os custos de
bem-estar aos animais: todos os animais experimentais serao
observados duas vezes por semana.

Animais que desenvolvam doenca ou que atinjam alteracao de
estado geral compativel com limites criticos internacionalmente
aceites serao imediatamente retirados da experiéncia e
eutanasiados.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Sim Observacoes
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Titulo do projeto

Procedimentos de rotina para manutencao de colonias de
mosquitos Anophelineos e infecao experimental dos mesmos
com parasitas do género Plasmodium

Duracédo do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

“Producao de mosquitos vetores”, “Malaria murina”

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim

Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina | Sim

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

Investigacao destinada a conservacao Nao

das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao

Manutencao de coldnias de animais Sim

geneticamente alterados ®

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

Produzir mosquitos e infecdes experimentais de malaria murina
para o estudo de interacdes parasita-vetor.

Desenvolvimento de dietas artificiais que substituam o sangue
na producao de mosquitos.

Obtencao de marcadores celulares e moleculares, farmacos e
vacinas para o bloqueio de transmissao.

Testes de suscetibilidade/resisténcia de mosquitos a inseticidas
e larvicidas.

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

A manutencao de coldnias de vetores que transmitem a malaria
permite a realizacdo de inUmeros estudos em diferentes fases
do ciclo de desenvolvimento do parasita permitindo a busca de
novos métodos e ferramentas para o controlo da malaria e
outras doencas transmitidas por vetores. Paralelamente a
investigacao de alternativas a utilizacdo de animais na refeicao
sanguinea dos mosquitos vetores permitira reduzir o nimero de
animais a utilizar no futuro em investigacao e intervencao que
necessitem mosquitos em larga escala.

DENGD

199 CENTENARIO 201

DIREGAO-GERAL DOS SERVIGOS PECUARIOS

13

CAMPO GRANDE, N° 50 1700-093 LISBOA TELEF. 21 323 95 00 FAX. 21 346 35 18




AGRICULTURA, FLORESTAS

- REPUBLICA
L~ PORTUGUESA

E DESENVOLVIMENTO RURAL

Direcao Geral
de Alimentagao
& Veterinria

Que espécies animais e niUmeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Mus musculus (180/ano) e Rattus norvegicus (8/ano)

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
realizacao do projeto?

Producao de mosquitos para o estudo do parasita da malaria no
mosquito vetor: com severidade ligeira (procedimento com
anestesia). No final da alimentacdo os animais serao
eutanasiados ou recuperacao vigiada.

Infecbes experimentais de murganhos com malaria murina para
estudos de transmissao e ciclo de vida do parasita no vetor: os
modelos de malaria murina utilizados sao letais, no entanto o
desenvolvimento da infecao € interrompido com a eutanasia dos
animais. Até ao momento em que os animais sdo mantidos,
cerca de 5-10% de parasitémia, a severidade é ligeira.

Aplicacdo dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicdo)

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

Para manter uma colonia de mosquitos e produzir mosquitos
vetores de doencas para experimentacdo € necessario sangue. A
alimentacao direta dos mosquitos em animais €, no momento a
forma mais eficaz e segura de obter descendéncia em
mosquitos. As fémeas de mosquito necessitam um repasto
sanguineo para produzirem ovos.

Os modelos murinos sao a forma mais segura e eficaz para
estudos que envolvam o ciclo de vida do parasita no mosquito e
a transmissao vetorial.

2.Reduction (Reducdo)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros minimos de
animais

Os protocolos sao otimizados para a utilizacdo do menor niUmero
de animais possivel.

A gestdo das colonias de mosquitos € efetuada de modo a
produzir o minimo de mosquitos necessarios para as
experiéncias em curso. Deste modo minimizando o nimero de
animais utilizados.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

A espécie Mus musculus foi escolhida por ser suscetivel ao
desenvolvimento e tolerar as infecées por malaria murina. O
modelo esta bem estabelecido de um modo global, estando os
protocolos altamente testados, padronizados e otimizados. A
sua escolha para a manutencao da colonia de Anopheles
gambiae, prende-se com a maior eficiéncia da refeicao
sanguinea e consequentemente maior eficacia na producao de
ovos. Rattus norvegicus sao utilizados para a manutencao da
colonia de Anopheles stephensi, devido a dimensao desta
colonia é necessario um animal de maiores dimensdes para
todos os mosquitos poderem efetuar a sua refeicao sanguinea o
mais rapidamente possivel, tornando a refeicao mais eficiente e
resultando em posturas de ovos mais mais eficazes.
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Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Nao Observacoes

Titulo do projeto

Performance in vivo de cola de fibrina e hidrogel STM-148B com
cartilagem picada para reparacao de cartilagem

Duracédo do projeto

3 Meses

Palavras-chave (max. 5)

“Reparacao de cartilagem”; biomateriais e “cartilagem picada”

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Nao
Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacao destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencao de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados ®

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

Os principais objetivos deste estudo PoC estao listados abaixo:

» avaliar o desempenho da cola de fibrina e do hidrogel STM-
148B com pedacos de cartilagem para reparacao de cartilagem;

« avaliar o desempenho de cola de fibrina e hidrogel STM-148B
com pedacos de cartilagem em combinacao com microfratura
para reparacao de cartilagem.

Quais sao 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)?

O uso de cartilagem autologa fragmentada no contexto de
reparacdo de cartilagem é excetuado para entregar localmente
células que tém o potencial para promover a regeneracdo da
cartilagem. O uso de uma matriz capaz de fornecer fixacao apds
um procedimento de reparo de cartilagem de passo Unico evita
a necessidade de outros procedimentos de fixacao que possam
danificar a cartilagem articular adjacente. Os resultados deste
estudo POC podem levar a estudos fundamentais e de
desenvolvimento.Animals will be humanely killed.
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15 Oryctolagus cuniculus

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
realizacao do projeto?

Dor e infecao, mitigadas com medicacao analgésica adequada.

No final do projeto e antes disso caso os animais atinjam os
limites criticos considerados, os animais serdao occisados de
forma humana.

Aplicacdo dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicao)

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

Nao é tecnicamente possivel avaliar a regeneracao de tecidos
como a cartilagem através de métodos ndo animais, e o modelo
proposto é indicado pelas diretrizes do ICRS como o ideal para
estudos de PoC neste campo. Experimentos in vitro realizados
pela Stemmatters mostraram excelente biocompatibilidade do
STM-148B e o potencial de suporte da cartilagem.

2.Reduction (Reducgéao)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros minimos de
animais

Grupos de animais usados em um estudo anterior também
servirao como um grupo de controlo, ou seja, lesdées vazias e
referéncia ou tratamento padrdo (microfratura). A analise de
poténcia é baseada nesses resultados anteriores em linha e no
estudo de PoC.

3.Refinement (Refinamento)

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

O uso do modelo coelho como PoC para reparacao de
cartilagem esta de acordo com as diretrizes do ICRS. Todos os
procedimentos serdo realizados por um cirurgidao ortopédico
com vasta experiéncia neste tipo de modelos animais. Todas as
cirurgias devem ser realizadas sob anestesia geral com uma
mistura de cloridrato de cetamina (25 mg / kg) e cloridrato de
medetomidina (0,3 mg / kg). Buprenorfina 0,03 mg / kg IM 12 |
12h, mantido durante as primeiras 72 horas de pos-operatorio e
continuado, se necessario, de acordo com a avaliacao clinica.
Os anti-inflamatorios n&ao-esteroides (AINE’s) podem ser
administrados em caso de dor aguda. Apds a recuperacao da
cirurgia, os animais serao colocados em gaiolas individuais e
alimentados ad libitum, permitindo livre movimentacao e
contato visual entre si.

Para uso oficial

0 projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Observacoes
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Titulo do projeto

GAIN - Green Aquaculture Intensification ( Intensificacao da
Aquacultura “Verde”)

Duracgéo do projeto

2 anos

Palavras-chave (max. 5)

Aquicultura;” Ragdes sustentaveis;” Requisitos nutricionais”;
Crescimento; “Economia circular”.

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Sim
Uso regulamentar e producao de rotina | Sim
Protecao do ambiente natural no

interesse da salde ou do bem-estar do Sim

homem ou dos animais

Investigacdo destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencao de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados ®

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

0 projeto GAIN visa melhorar a producao aquicola de douradas ,
produzindo peixes mais saudaveis e com indices de conversao
alimentar mais eficientes.

Quais sao 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)?

Um dos potenciais beneficios que podem derivar do projeto
GAIN é o desenvolvimento de formulacdes melhoradas e que
possam derivar deste projeto mais sustentaveis, baseadas nos
principios da economia circular. Melhorar a compreensdao das
necessidades nutricionais, da previsao do crescimento e dos
indicadores de salde e o bem-estar dos animais em
aquacultura.

Que espécies animais e niUmeros
aproximados de animais serao
utilizados?

1760 Sparus aurata
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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
realizacao do projeto?

Neste projeto e tendo em consideracao o ensaio de crescimento
delineado o grau provavel de severidade sera ligeiro.

No final da realizacdao do projeto os animais serao utilizados em
analises laboratoriais, caso sobrem animais estes serdo
sacrificados (grau de severidade - Nao recuperacao).

Aplicacao dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicao)

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

O projeto implica a utilizacdo de animais uma vez que se
pretende obter uma resposta em termos de crescimento em
ensaios de nutricao que envolvem a alimentacao dos peixes com
dietas experimentais, simulando as condicoes reais de
producao.

2.Reduction (Reducgéao)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros minimos de
animais

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

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

A espécie utilizada foi escolhida por ser uma espécie relevante
a nivel econémico produzida em aquicultura, bem como, por ser
de facil manutencdo em condigcdes laboratoriais. Estudos
anteriores (conhecimento in silico) demonstraram que a espécie
é sensivel aos tratamentos a aplicar.

Para uso oficial

0 projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Observacoes

Titulo do projeto

Estudo das moléculas NT3 e do seu recetor TrkC na regulacao da
memoria de medo

Duracao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

“Condicionamento de medo”, “Extincao de medo”, “Medo
contextual”, Ansiedade
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Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Nao
Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacdo destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nio
Manutencao de colonias de animais Nao
geneticamente alterados ®

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

0 objetivo deste projeto é estudar o papel de duas moléculas, a
neurotrofina 3 e o seu recetor TrkC, na formacao e extincao da
memoria de medo contextual, em individuos saudaveis, e
investigar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos.
Para isso, propomos os seguintes objetivos especificos:

1. Quantificar os niveis de NT3 e TrkC nas regides cerebrais
envolvidas na regulacdo do medo (hipocampo, amigdala e
cortex pré-frontal) antes e em diferentes fases da formacao da
memoria de medo. Os animais vao ser treinados usando o
paradigma de condicionamento e extincao de medo;

2. Combinar comportamento animal com os mais modernos
instrumentos genéticos para identificar a regido cerebral de
onde vem a NT3 necessaria no processamento da memoria de
medo e provar que TrkC & necessario neste processo;

3. Estudar a cascata intracelular MAPK como a via de sinalizacao
NT3-TrkC na formacdo da memoéria de medo contextual.
Confirmar in vivo as moléculas encontradas alteradas e assim
estabelecer uma relacdo direta com a aprendizagem/memoria
de medo.

4. Investigar o mecanismo de acdo sinaptica das moléculas NT3
e TrkC, fazendo registros eletrofisioldgicos ex vivo em fatias
cerebrais (hipocampo e cortex pré-frontal).

5. Caraterizar os efeitos da NT3 na distribuicdo sinaptica dos
recetores glutamatérgicos AMPA e NMDA em culturas de
neurénios do hipocampo, e os mecanismos de sinalizacdo
envolvidos. As alteracdes na sintese proteica sinaptica depois da
ativacao do recetor TrkC sera também investigada.

6. Investigar os efeitos da sinalizacdo NT3-TrkC na dinamica das
espinhas dendriticas em culturas organotipicas do hipocampo.

Quais sdo os potenciais beneficios que

possam derivar deste projeto (como

Os resultados deste projeto vao esclarecer o papel da NT3 e do
seu recetor TrkC na regulacdao da memoéria de medo, num
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individuo saudavel. A confirmar-se o envolvimento destas
moléculas, elas poderdo ser usadas como alvo em tratamentos
(farmacoldgicos e nao-farmacoldgicos) para a recuperacao do
medo patoldgico que afecta muitos individuos com doencas de
ansiedade. Por conseguinte, tera um impacto na prevencao
e/ou tratamento de todo um leque de doencas de ansiedade
com medo alterado, como por exemplo o transtorno de panico
ou transtorno de stress pos-traumatico.

nimeros
serao

animais e
de animais

Que espécies
aproximados
utilizados?

- Mus musculus C57BL/6: estimamos que serao usados um total
de 584 machos e 304 fémeas ao longo de 5 anos.

Animais a utilizar para recolha de tecidos apo6s eutanasia (nao
abrangidos pelo Decreto-Lei 113/2013):

- Mus musculus C57BL/6: 384 machos e 256 fémeas

- Rattus norvegicus: estimamos que serao usadas um total de
200 fémeas gravidas em E18 e 200 animais (machos ou fémeas)
com 4 dias.

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
realizacao do projeto?

Serdao usados animais sem alteracbes e apenas se esperam
alteracdes moderadas de curta duracao resultantes da cirurgia
(grau de severidade moderado).

No final do projeto os animais serao humanamente eutanasiados
seguindo a regulamentacao da ORBEA/DGAV.

Aplicacdo dos 3Rs

1.Replacement (Substituicao)

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

O medo é uma emocao presente em todos os organismos
vertebrados que é essencial para a sobrevivéncia. Infelizmente,
o uso de animais vivos é necessario para estudar esta emocao, o
comportamento dos animais face a uma situacao de medo e os
seus componentes moleculares e celulares. Vamos usar
murganhos (espécie Mus musculus) pela 1) pela relevancia
etologica da resposta comportamental, 2) pela proximidade
genética com o Humano e 3) pelo uso alargado nesta area
cientifica o que vai permitir comparacdes com outras
experiéncias.

Uma parte do trabalho sera realizada com culturas celulares. Os
animais s@ao modelos Unicos e insubstituiveis para a realizacao
destes estudos ja que nao existem outros modelos celulares
validos. Linhas celulares de neurdnios ndao podem ser usadas
neste tipo de estudos ja que nao formam sinapses e, como tal,
nao é possivel estudar os mecanismos de regulacao sinaptica a
este nivel. Sera utilizado o nimero minimo de animais que
permita efetuar analise estatistica dos resultados.

2.Reduction (Reducéo)

Expligue como garantira que serdo
utilizados os ndmeros minimos de

As  experiéncias com os animais foram planeadas
cautelosamente com base na minha vasta experiéncia
profissional (em comportamento de ratinhos e com estes testes
comportamentais, em particular), na revisao da literatura e no
uso de métodos estatisticos apropriados, para garantir que o uso
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de um nimero minimo de animais é suficiente para obter dados
significativos estatisticamente.

As culturas de neuronios (em monocamada e organotipicas)
serao preparadas por investigadores treinados para o efeito de
modo a assegurar a sua qualidade e reprodutibilidade e,
consequentemente assegurar a utilizagao de um niimero minimo
de animais.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

Espécie animal: Neste projeto vamos usar animais wild type da
espécie Mus musculus, machos e fémeas, jovens adultos. O
medo é uma emocdo presente em todos os organismos
vertebrados que é essencial para a sobrevivéncia. Assim, o uso
da espécie Mus musculus é justificado 1) pela relevancia
etologica da resposta comportamental, 2) pela proximidade
genética com o Humano e 3) pelo seu uso alargado na area
cientifica desta questdo, permitindo comparacées com a
literatura.

Os animais serdo sujeitos a um periodo de aclimatizacao de 10
dias antes do inicio do procedimento experimental, sendo feito
0o manuseamento dos animais de forma a reduzir o
stress/desconforto durante o teste comportamental nos 3
Ultimos dias deste periodo.

A cirurgia estereotaxica sera realizada sob anestesia profunda e
analgésico administrado 30 min antes da anestesia. Para
controlar qualquer desconforto apresentado pelos animais apos
a cirurgia serd administrada analgesia e fornecida comida
humida na cama para estimular a ingestao de alimento.

Todos os animais serdo vigiados regularmente (técnico do
biotério e investigador). Caso os animais mostrem sinais
evidentes de desconforto que nao sao aliviados com a
administracdo de analgésicos ou outras técnicas de maneio, os
animais serao humanamente eutanasiados seguindo a
regulamentacao da ORBEA/DGAV.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao

retrospetiva?

Observacoes

Titulo do projeto

Manutencao de linhas de helmintas para diagnostico e ensino

Duracéao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Schistosoma sp; cercaria; diagnostico; investigacao;parasitologia
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Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim

Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina | Sim

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

homem ou dos animais

Investigacao destinada a conservacao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal

Manutencao de coldnias de animais
geneticamente alterados

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

Manter o ciclo de vida dos parasitas Schistosoma sp em
laboratorio, para obtencdo de formas parasitarias usadas nas
técnicas de rotina de diagnostico laboratorial da schistosomose
humana, ensino e investigacao.

Quais sao 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)?

Além de ser essencial para a rotina laboratorial no diagnéstico
da schistosomose humana, o facto de manter o ciclo de vida do
parasita em laboratério permite aumentar o conhecimento dos
mecanismos desenvolvidos pelo parasita na infecao do
hospedeiro, assim como a resposta do proprio hospedeiro, ao
nivel imunoldgico, celular. Por outro lado, torna-se possivel o
desenvolvimento de novos compostos envolvidos no controlo da
parasitose quer nos humanos, quer nos animais.

Que espécies animais e niUmeros
aproximados de animais serao
utilizados?

150 Mus musculus

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
realizacao do projeto?

0 grau de severidade é ligeiro

No final do projeto os animais serao eutanasiados.

Aplicacao dos 3Rs:
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1.Replacement (Substituicao)

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

Para manutencao do ciclo de vida do parasita, sao sempre
necessarios 2 hospedeiros: um mamifero e um molusco de agua
doce. Nao ha outra forma alternativa para manter os parasitas
em laboratorio.

2.Reduction (Reducéo)

Explique como garantira que serao
utilizados os nUmeros minimos de
animais

O projeto é uma continuacao de outro projeto que vem sendo
desenvolvido no nosso laboratério ha algumas décadas, e o
numero de animais utilizados resulta do minimo indispensavel
para assegurar a manutencao do parasita.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

0O modelo animal utilizado tem-se mostrado um bom modelo,)
uma vez que apresenta uma boa suscetibilidade a infecao, facil
manuseamento e sem efeitos severos.

A forma de infecao é bem tolerada pelos animais, sem causar
stress ou dor.

No final do projeto, os animais sao eutanasiados com uma dose
letal de uma substancia anestésica, para diminuir o sofrimento
do animal.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Nao Observacoes

Titulo do projeto

ALISSA - Bases para uma alimentacao saudavel e sustentavel
para peixes de aquacultura

Duracéao do projeto

3 anos

Palavras-chave (max. 5)

Sustentabilidade; Aminoacidos; Crescimento; Aquacultura.

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Sim
Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Sim

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

Investigacao destinada a conservacao Nao
das espécies;
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Ensino superior ou formacao para Nao
aquisicao, manutencao ou melhoria das

qualificacoes profissionais

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

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

1. Uma gama de suplementos para a alimentacao de peixes, que
permita fortificar os alimentos actuais, e que permitam uma
performance optima.

2. Uma aplicacdo informatica para simular o desempenho de
peixes alimentados com diferentes formulacées

Quais sao 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)?

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

1) Melhora da eficiéncia de conversao do alimento
2) Reducao de custos com a alimentacao

3) Reducao da carga azoto no efluente da piscicultura.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

3475 Sparus aurata e 3475 Dicentrarchus labrax

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
realizacao do projeto?

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

No final, parte dos animais sera usada em analises laboratoriais,
0os restantes serdao sacrificados, o que implica um grau de
severidade de Nao Recuperacao.

Aplicacao dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicdo)

Refira a razao por que precisa utilizar
animais e por que nao pode usar
alternativas nao-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 nutricao que envolvem a
alimentacao dos peixes com dietas experimentais, simulando as
condicoes reais de producao.

2.Reduction (Reducao)

Explique como garantira que serao
utilizados os nUmeros minimos de

No planeamento deste estudo foram levados a cabo um desenho
experimental e planeamento estatistico cuidados, no sentido de
reduzir ao maximo o nimero de animais a animais utilizar.
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3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

As espécies utilizadas serdao usadas devido a sua relevancia
enquanto espécies produzidas em aquacultura e por ser de facil
manutencao em condicoes laboratoriais. Estudos anteriores
(conhecimento in silico) demonstraram que ambas as espécies
sao sensiveis aos tratamentos a aplicar.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Nao Observacoes

Titulo do projeto

WELFISH - "Estabelecimento de biomarcadores de bem estar em
peixe de aquacultura através de uma abordagem proteémica”

Duracgéao do projeto

3 anos

Palavras-chave (max. 5)

“Bem-estar animal”, “Biomarcadores de stress”e Aquacultura

Fim/objetivo do projeto

Investigacao fundamental Sim

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina

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

homem ou dos animais

Investigacao destinada a conservacao Nao

das espécies;

Ensino superior ou formacao para
aquisicao, manutencao ou melhoria das
qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao

Manutencao de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados ®

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

Identificacdo e caracterizacdo de marcadores bioldgicos de
bem-estar em dourada e robalo.

Avaliar o efeito do stress na qualidade e seguranca do produto
na 6tica do consumidor.

Producao de um teste, com os marcadores bioldgicos validados,
que permita a avaliacdo rapida e fiavel do bem-estar dos peixes
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de uma unidade de producao de pescado em cativeiro.

Quais sao 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)?

Com este projeto pretende-se inferir sobre os indicadores de
stress no pescado produzido em aquacultura. Garantir o bem-
estar dos peixes de aquacultura é de extrema importancia para
a industria aquicola e para a aceitacdo dos consumidores. O
interesse dos consumidores relativamente a salde e ao bem-
estar de animais produzidos para alimentacdao humana tem
vindo a crescer, associado ao estabelecimento de boas praticas
de cultivo e reducao da dependéncia do uso de medicamentos
veterinarios nas aquaculturas. Ao se identificarem marcadores
de stress podem-se tomar medidas preventivas para
salvaguardar o bem-estar dos individuos e evitar perdas de
producao com repercussdes na sustentabilidade socioeconémica
da indUstria aquicola.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

609 Sparus aurata e 609 Dicentrarchus labrax

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
realizacao do projeto?

Aplica-se um grau de severidade ligeiro aos ensaios de
Densidade Alta e Hipoxia (procedimentos n°2 e 4) uma vez que
se utilizam densidades abaixo das densidades criticas para estas
espécies (>70kg/m’) e se utilizam niveis de oxigénio na agua
acima do P.;. Aplica-se um grau moderado ao manuseamento
repetitivo (procedimento n°3) uma vez que se tenciona inferir
sobre diferencas nos marcadores biologicos de stress agudo
(exposicao ao ar 2 x por semana) e crénico (exposicao ao ar 4 e
5x por semana). No final dos ensaios de stress, parte dos
individuos serao occisados para recolha de amostras para
analises laboratoriais, os restantes serdo avaliados durante o
periodo de quarentena e recolocados para stock, o que implica
um grau de severidade "Ligeira”.

Aplicacao dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicdo)

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

E fundamental para a viabilidade do projeto o uso de animais
vivos uma vez que se pretende obter uma resposta fisiologica
dos animais em termos de resposta ao stress, simulando
condicoes reais de producao, onde ocorrem frequentemente
situacoes de stress. Ao se sujeitar os individuos a fatores de
stress comuns nas rotinas de uma aquacultura, poder-se-a
identificar marcadores biologicos de stress (proteinas ou genes),
possibilitando o desenvolvimento de um teste rapido de detecao
de estados de stress (quantidades mais altas de uma proteina
especifica, por exemplo), visando uma avaliacdo fiavel do bem-
estar dos peixes.

2.Reduction (Reducéo)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros 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 nimero de animais a utilizar.

O design experimental envolve individuos colocados em tanques
(e replicados) e estes tanques estao nas condicoes
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experimentais. A unidade de andlise sao entdo os tanques “N=3
por ser o minimo para analise estatistica a posteriori”. Sao
utilizados o minimo de peixes por replicado e por tratamento
respeitando a densidade média de producdo de 10kg/m’ em
condicoes industriais e para respeitar a questao de um grupo
social estavel e equilibrado visto ambas serem espécies
gregarias. Grupos mais reduzidos poderiam conduzir ao
estabelecimento de hierarquia dentro do grupo aumentando o
bias dos resultados. No caso de haver mortalidade o nimero de
individuos utilizados nos ensaios permite também garantir ter o
numero final de peixes necessarios para a recolha de amostras
necessarias para os diferentes tipos de analises ja referidas. O
nimero de amostras recolhidas é entendido como o minimo
necessario para os diversos procedimentos de analise biologica
(protedmica, gendmica, FTIR, metabolomica).

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serdo usados sao 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.

As espécies utilizadas serdao usadas devido a sua relevancia
enquanto espécies produzidas em aquacultura e por ser de facil
manutencdao em condicoes laboratoriais. Estudos anteriores
demonstraram que ambas as espécies sdo sensiveis aos
tratamentos a aplicar (Barton et al., 2005; Alves et al., 2010).
Os protocolos de protedmica utilizados no nosso grupo de
investigacao para estas espécies estao também ja igualmente
otimizados.

Os operadores envolvidos tém uma reconhecida experiéncia na
producdo destas espécies e cada um destes com curriculo
reconhecido nas diferentes areas de investigacdo envolvidas
neste projeto (Bem-estar animal e Protedmica). Todos os
envolvidos estao certificados pela FELASA para manipular
animais para fins experimentais e com experiéncia na conducao
de experiéncias com fins cientificos.

Para uso oficial

0 projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Observacoes

Titulo do projeto

O papel de iTAP, um novo modulador de ADAM17, na regulacao
da proliferacao celular e no cancro

Duracéao do projeto

3 anos

Palavras-chave (max. 5)

iTAP, EGFR, cancro, ADAM17, iRhom

Fim/objetivo do projeto Investigacao fundamental Sim
0 Investigacao translacional ou aplicada Nao
1o} o
(de acordo com Art® 5%) Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecado do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-estar do
homem ou dos animais
27
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Investigacdo destinada a conservacao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal N&o

Manutencao de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados @

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

Num futuro proximo prevé-se que metade da populacao ira
desenvolver cancro. O progndstico de cancro é frequentemente
mau devido a muitos tumores resistirem aos tratamentos
convencionais. O cancro pancreatico € particularmente
preocupante, pois a taxa de sobrevivéncia de 5 anos a este tipo
de cancro é extremamente baixa (isto &, 7%), sendo assim
incuravel em quase todos os pacientes. Investigacdo biomédica
fundamental que leva a novas descobertas de como o cancro
pancreatico e de outros tipos se desenvolvem é de extrema
importancia para o desenvolvimento de novos métodos de
diagnostico e tratamento.

O nosso grupo de investigacdo identificou recentemente uma
proteina denominada de iTAP. Os nossos estudos celulares e
bioquimicos sugerem que iTAP tem um papel importante nas
vias moleculares que levam a excessiva proliferacao celular e,
assim, ao desenvolvimento de cancro. Nesta proposta
gostariamos de explorar o papel de iTAP nos estadios iniciais do
desenvolvimento de cancro pancreatico. Propomos realizar
estes estudos através do uso de modelos de murganho
mutantes, que nos permitirdo avaliar a iniciacao do
desenvolvimento cancerigeno num modelo que é extremamente
relevante para a doenca humana.

Este trabalho ira no fim aumentar o conhecimento de como os
cancros se desenvolvem.

Quais sao 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)?

O objetivo deste projeto de investigacao fundamental consiste
em melhorar o conhecimento sobre como a inflamacao e a
proliferacao celular estao desreguladas de modo a colaborarem
para promover o desenvolvimento do cancro, particularmente o
cancro pancreatico.

Esta informacao ira contribuir para a nossa capacidade, no
futuro, de diagnosticar, estratificar e tratar pacientes com
cancro de forma mais efetiva.

niimeros
serao

Que espécies animais e
aproximados de  animais
utilizados?

Iremos utilizar murganho de laboratério (Mus musculus) nos
nossos modelos experimentais. Estimamos o uso neste projeto
de aproximadamente 2040 murganhos.

No contexto do que é proposto fazer-se
aos animais, quais sao os efeitos
adversos esperados e o grau

A rederivacao de novas linhas de murganho para a nossa coldnia
e o modelo de metaplasia pancreatica mediada por pancreatite
ira  requerer gravidade moderada. Todos o0s outros
procedimentos irao requerer gravidade ligeira. Os murganhos
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serao monitorizados diariamente de modo a verificar sinais de
sofrimento indevido. Se algum animal for encontrado com
sofrimento para além do expectavel sob circunstancias normais,
o estudo sera interrompido e o animal eutanasiado. No fim das
experiéncias, os animais serdo eutanasiados humanamente.

Aplicacao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicao)

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

Esta proposta advém de estudos celulares e bioguimicos
extensivos que sugerem que iTAP é um importante regulador
fisiologico da inflamacdo e proliferacdo celular in vivo. A
proxima fase do projeto € testar se esta hipdtese é correta num
organismo mamifero como um todo (neste caso o murganho).
Nao existem abordagens alternativas que possam ser realizadas
para entender como iTAP contribui para o desenvolvimento de
cancro num organismo como um todo. Em particular,
necessitamos de ser capazes de estudar num tecido complexo a
interligacdo entre inflamacao crénica e proliferacao celular
anormal, que tém um papel fulcral no desenvolvimento de
tantos cancros mortais, incluindo o cancro pancreatico. Os
modelos in vivo propostos sao essenciais para captar toda a
complexidade de condigdes patologicas em mamiferos vivos. Os
modelos de murganho propostos representam estudos
amplamente reconhecidos e utilizados que mimetizam, o mais
proximo  possivel, alteracdes patologicas clinicamente
relevantes associadas ao desenvolvimento de cancro derivado
de inflamacao crénica, uma importante causa de morte por todo
0 Mundo.

Esta fase experimental in vivo é essencial para validar os
resultados obtidos nos estudos que realizamos in vitro.

2.Reduction (Redugao)

Expligue como garantirdA que serao
utilizados os numeros minimos de
animais

Os estudos englobados neste projeto foram delineados e o
numero de murganhos calculado de modo a que os resultados
obtidos possam atingir significancia estatistica com o uso do
minimo nimero de murganhos possivel. As analises estatisticas,
incluindo a analise de poténcia, ira ser realizada regularmente,
para avaliar os resultados obtidos, para tentar minimizar o
nimero de animais a ser usados dentro do possivel. Os estudos
nao irao ser repetidos assim que a significancia estatistica for
obtida. Adicionalmente, o nosso uso prévio extensivo de células
assegura que apenas um nimero minimo de murganhos ira ser
requerido nestas experiéncias.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

A utilizacdo de murganhos como modelo para este projeto € um
pré-requisito para compreender melhor a progressao da doenca
inflamatéria e patologia associada, num modelo experimental
que é o mais proximo possivel a doenca humana. Os murganhos
irdo ser sujeitos a um modelo que recapitula os estadios iniciais
da tumorigénese pancreatica derivada da inflamacao crénica.

O Instituto Gulbenkian de Ciéncia tem um Veterinario
habilitado, que ira, a medida que for necessario, avaliar o bem-
estar animal durante as experiéncias. Isto inclui o aparecimento
de respiracdo anormal, pélo aspero, postura encurvada,
letargia, exsudados em volta dos olhos e/ou focinho, lesoes

DENGD

199 CENTENARIO 201

DIREGAO-GERAL DOS SERVIGOS PECUARIOS

29

CAMPO GRANDE, N° 50 1700-093 LISBOA TELEF. 21 323 95 00 FAX. 21 346 35 18




AGRICULTURA, FLORESTAS

- REPUBLICA
L~ PORTUGUESA

E DESENVOLVIMENTO RURAL

Direcao Geral
de Alimentagao
& Veterinria

cutaneas, ou qualquer outra condicdo que interfira com a
alimentacao ou bebida. Se se verificar que o aparecimento
destas alteracdes esta associado a modificacbes genéticas ou
aos modelos de doenca propostos e se determinar que ira levar
ao sofrimento para além do expectavel sob condicées normais, o

murganho sera eutaniasiado humanamente.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Observacoes

Titulo do projeto

Teste para validagcao de um novo sensor de pressao sanguinea
para animais de laboratério

Duracgéao do projeto

12 meses

Palavras-chave (max. 5)

Pressao sanguinea; transdutores de pressao; cateteres de
pressdo; sensores de pressao; sistemas micro-electromecanico -
-MEMS

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Nao
Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da saude ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacdo destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

qualificacdes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencao de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados ®

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

Avaliacao de um novo sensor para a medicao da pressao (ex.,
incognitas cientificas ou necessidades sanguinea em animais de
laboratorio.

Quais sao 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)?

Com a realizacao deste projeto, a tecnologia na area das que
possam derivar deste projeto ciéncias cardiovasculares sera
aperfeicoada, resultando numa maior qualidade das medicoes
feitas, e por sua vez a uma melhoria dos resultados produzidos.
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25 Rattus norvegicus (Wistar Han) macho.

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
realizacao do projeto?

Nao recuperacao

No final do projeto os animais serao occisados.

Aplicacao dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicao)

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

0 uso de experimentacao animal ainda é imprescindivel para o
desenvolvimento do conhecimento biomédico, mais
especificamente a melhoria de metodologias de avaliacao
fisiologica. Nesse sentido, propomos o desenvolvimento de um
estudo piloto com o objetivo de testar um novo cateter de
pressao de alta-fidelidade (equipamento estado-da-arte) para a
medicao de valores fisiologicos aplicaveis ao estudo da
fisiopatologia cardiovascular e novas abordagens terapéuticas.

2.Reduction (Reducgéao)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros minimos de
animais

0 mesmo animal sera submetido a insercao de um cateter por
via artéria carotida, e outro por via artéria femoral, de forma a
comparar as medicoes no mesmo animal, diminuindo assim o
nimero de animais necessarios.

Apos a recolha de dados hemodinamicos sera efetuada a
colheita de drgaos para isolamento de cardiomiocitos, técnicas
de biologia molecular e histologia.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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 dados resultantes permitirao aperfeicoar um novo cateter
atualmente em desenvolvimento por empresa especializada
para a obtencao de dados mais precisos e reprodutiveis,
contribuindo em Ultima instancia para o desenvolvimento de
protocolos experimentais mais que serao usados sao 0s
mais reprodutiveis e padronizados, contribuindo para o
refinamento dos mesmos.

0 procedimento sera efetuado sob plano anestésico e minimizar
os custos de bem-estar analgésico profundo razéo pela qual o
animal nao sentira sofrimento, e com acompanhamento de
monitorizacdo peri-operatoria dos sinais vitais.

Para uso oficial

0 projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Nao Observacoes

Titulo do projeto

Curso avancado de Laparoscopia Colorretal

Duracéao do projeto

12 meses
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Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Nao
Investigacao translacional ou aplicada Nao
Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da satde ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacao destinada a conservacao Nao
das espécies;

Ensino superior ou formacao para Sim

aquisicao, manutencao ou melhoria das

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencao de coldnias de animais Nao
geneticamente alterados ®

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

Sendo o modelo suino um dos que melhor simula as condicdes de
anatomia, topografia e dimensdes das estruturas a
intervencionar, torna a pratica in vivo e o treino das complexas
técnicas cirurgicas e manuseio de instrumental via laparoscopia
muito parecidas com as condicdes de campo que os cirurgioes
gerais vao encontrar na realidade clinica.

Quais sao 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)?

Reducao das complicacdes cirlrgicas por melhoria do gesto
cirdrgico.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Até 4 porcos por curso.

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
realizacao do projeto?

Os animais serdo mantidos num plano anestésico profundo.

O procedimento é terminal.

Aplicacao dos 3Rs:
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1.Replacement (Substituicao)

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

Sendo o modelo suino um dos que melhor simula as condicoes de
anatomia, topografia e dimensoes das estruturas a
intervencionar, torna a pratica in vivo e o treino das complexas
técnicas cirdrgicas e manuseio instrumental via laparoscopia
muito parecidas com as condicoes de campo que os cirurgioes
gerais vao encontrar na realidade clinica.

2.Reduction (Reducéao)

Explique como garantira que serao
utilizados os nUmeros minimos de
animais

Cada participante deve treinar, pelo menos, 1 enterectomia ou
colectomia e anastomose intestinal por via laparoscopica.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.

Modelo suino um dos que melhor simula as condicdes de
anatomia, topografia e dimensoes das estruturas a
intervencionar, torna a pratica in vivo e o treino das complexas
técnicas cirdrgicas e manuseio de instrumental via laparoscopia
muito parecidas com as condicdes de campo que os cirurgioes
gerais vao encontrar na realidade gerais que serao tomadas para
clinica.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Observacoes

Titulo do projeto

Novo farmaco para Terapia Fotodinamica do cancro de pele

Duracgéao do projeto

12 meses

Palavras-chave (max. 5)

Melanoma; Luz51B; Terapia Fotodinamica;

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-estar do

homem ou dos animais

Investigacao destinada a conservacao Nao
das espécies;

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

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao

DENGD

199 CENTENARIO 201

DIREGAO-GERAL DOS SERVIGOS PECUARIOS

33

CAMPO GRANDE, N° 50 1700-093 LISBOA TELEF. 21 323 95 00 FAX. 21 346 35 18




- REPUBLICA
L~ PORTUGUESA

AGRICULTURA, FLORESTAS
E DESENVOLVIMENTO RURAL

Direcao Geral
de Alimentagao
& Veterinria

Manutencao de coldnias de animais Nao

geneticamente alterados @

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

Identificacao da dose eficaz de um novo fotossensibilizador,
através de tempos de contacto ascendentes e escalonamento de
dose, em terapia fotodinamica do cancro de pele por
administracdo topica e por administracao i.v. respetivamente.
Sera também estudada a sua biodistribuicao e farmacocinética,
fotossensibilidade cutanea e permeacao transdérmica.

Quais sao 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)?

0 sucesso do projeto levara a uma translacao do conhecimento
para os ensaios clinicos de uma nova molécula com um
excelente indice fototerapéutico, e propriedades de
lipofilicidade e peso molecular interessantes para o tratamento
de lesoes dermatologicas.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

Mus musculus, Murganhos C57BL/6J - 132 animais + Swiss nude -
18 animais

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
realizacao do projeto?

Inflamacgao local do membro posterior direito devido a necrose
do tumor. Esta pode originar dor e dificuldade de locomocao nos
2 primeiros dias a seguir ao tratamento. O procedimento 1 esta
classificado como moderado, o procedimento 2 como ligeiro e o
procedimento 3 como severo. Os animais serao occisados no
final do projeto.

Aplicacdo dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicdo)

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

Estudos in vitro e ex vivo foram previamente realizados para
testar a eficacia deste fotossensibilizador, nos quais se observou
que apresentava as caracteristicas desejadas para ser utilizado
em terapia fotodinamica e na permeacdo através da pele. A
caracterizacdo deste composto s6 pode ser aprofundada
recorrendo a um sistema multifuncional como os modelos
animais de modo a perceber de forma integrada quais as
melhores hipdteses para uma cura total em modelos com
tumores.

2.Reduction (Reducgao)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros minimos de
animais

Durante este estudo serao utilizados 8 animais por grupo nos
ensaios de escalamento de doses por administracao i.v. e 4
animais por grupo nos estudos de bio distribuicao e
farmacocinética, sendo este o numero minimo de animais que
mantem uma diferenca estatistica significativa entre os
diferentes grupos. Para os estudos de aplicacdo tdpica serao
utilizados 8 animais para garantir suficiente robustez estatistica
aos resultados alcancados.

Nos procedimentos 4 e 5 sera utilizada imagiologia de
fluorescéncia que permita que o mesmo animal seja seguido
durante diversos timepoints, diminuindo o nimero de animais a
ser utilizado.

3.Refinement (Refinamento)

Os murganhos C57BL/6J encontram-se amplamente descritos na
literatura como os animais a utilizar para estudos de eficacia in
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Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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.
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Direcao Geral
de Alimentagao
& Veterinria

vivo de melanomas derivados de células B16F10. O
procedimento é minimamente invasivo, no entanto a resposta
ao tratamento podera ser dolorosa, sendo aliviado através da
administracdo de analgésico. Os animais serdao seguidos
diariamente e avaliado o seu bem-estar geral.

Para os procedimentos 4 e 5 serao utilizados murganhos
Nude/Swiss. Uma vez que o pelo confere um grau de
“background” inespecifico, a falta de pelo caracteristica desta
estirpe torna estes animais mais adequados a procedimentos de
imagiologia por fluorescéncia

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Sim Observacoes

Titulo do projeto

Estudo do efeito protetor e da resposta imunologica contra a
toxoplasmose murina conferido pela imunizacao intranasal com
antigénios de Toxoplasma gondii

Duracgéao do projeto

5 anos; vacinacao; mucosa; gravidez Investigacao fundamental

Palavras-chave (max. 5)

Toxoplasma gondii; vacinacdo; mucosa; gravidez

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim

Investigacao translacional ou aplicada Sim

Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Nao
Nao

Ensino superior ou formacao para Nao

aquisicao, manutencao ou melhoria das

qualificacoes profissionais

Inquéritos no dominio da medicina legal Nao

Manutencao de coldnias de animais Nao

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

As experiéncias previstas neste projeto tém como objetivo:

1. Estabelecer e refinar uma estratégia de vacinacao na
mucosa capaz de induzir protecao contra a toxoplasmose
murina;

2. Estudar a resposta imune celular e serolodgica associada a
esta imunizacao;

3. Testar uma nova formulacao de nano particulas
na estratégia de imunizacao estabelecida em 1;

4. Testar a estratégia de vacinacdo previamente estabelecida
na mucosa utilizando um modelo de estudo de gravidez.

Quais sao 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)?

O principal beneficio deste projeto seria a obtencao de uma
forma patenteavel e potencialmente comercializavel de uma
vacina que fosse eficaz na protecao contra a infecao causada
por T. gondii. Uma vez que este parasita para além de infetar a
populacao humana, constituindo uma zoonose prevalente em
todo o mundo, também afeta porcos, ovelhas e cabras e é uma
causa frequente de aborto em ovinos e caprinos. Ha ainda que
considerar a auséncia atual de alternativas seguras e eficazes e
a oportunidade de mercado para uma vacina contra a doenca. O
desenvolvimento de uma vacina é de extrema importancia
reduzindo o risco de desenvolvimento da patologia decorrente
desta infecao ndo sé a nivel humano, mas também veterinario.
Os resultados obtidos neste projeto serao determinantes na
perspetiva clinica, nomeadamente no desenvolvimento de novas
estratégias preventivas evitando o aborto e a transmissao
congénita causados pela infecao com T. gondii.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

506 Murganhos (Mus musculus)

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
realizacao do projeto?

Os procedimentos incluem a aplicacao na mucosa nasal de
substancias, cuja seguranca foi ja testada, sem que sejam
esperados efeitos adversos. Também nao se anteveem efeitos
adversos detetaveis clinicamente da administracao das nano
particulas lipidicas (NLC) por via intranasal.

Embora nao se antecipando a necessidade de recurso a limites
criticos (humane endpoints) para a maioria dos procedimentos,
estes serao implementados como descrito que acontecera aos
animais no final na seccao 5.

0 destino dos animais sera a occisao por overdose de anestesia
(isoflurano administrado por inalacao), seguido de deslocamento
cervical.

Aplicacao dos 3Rs:
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1.Replacement (Substituicao)

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

Nao é possivel testar a eficacia de uma vacina e caracterizar os
mecanismos protetores que ela induz sem recorrer a
experimentacao in vivo. No entanto, estdo previstos varios
estudos in vitro que permitirao esclarecer alguns dos
mecanismos de protecao e que resultarao na reducao global do
nimero de estudos in vivo.

2.Reduction (Reducéo)

Explique como garantira que serao
utilizados os nUmeros minimos de
animais

Estao previstos estudos in vitro na caracterizacao de efeitos
imunoldgicos especificos da vacina que permitirdao reduzir o
numero de estudos in vivo. Nomeadamente, o estudo das
funcodes de linfocitos T e das fungdes dos anticorpos gerados
pela vacinacao recorrendo a culturas de macréfagos, células
dendriticas e a linhas celulares. Dada a natureza dos estudos in
vitro, a variabilidade pode ser reduzida, reduzindo
consequentemente o nimero de animais a utilizar para obter
resultados estatisticamente significativos. Além disso, o
desenho experimental foi otimizado de forma a reduzir o
numero de animais em cada procedimento

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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 murganhos Balb/c sao um modelo utilizado para o estudo da
toxoplasmose amplamente descrito na literatura internacional,
no qual é possivel reproduzir as caracteristicas patologicas
essenciais da infecao que ocorrem em humanos e ovinos. Nao se
preveem danos significativos nos animais. No sentido de garantir
o bem-estar do animal, os procedimentos serao efetuados por
pessoal autorizado pela DGAV e as gaiolas terao enriquecimento
ambiental. Embora nao se prevendo a necessidade de recurso a
human endpoints estes estao devidamente estabelecidos e
determinarao o término das experiéncias. Para tal os animais
serdao devidamente monitorizados e ser-lhes-a fornecida fluido
terapia sempre que percam 10% do seu peso corporal, ou serdao
eutanasiados se perderem mais do que 15% do peso corporal.

Para uso oficial

0 projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Nao Observacoes
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Titulo do projeto

Doencas cognitivas como sinaptopatias: impacto de mutacoes
humanas no gene CACNG2

Duracédo do projeto

60meses

Palavras-chave (max. 5)

Esquizofrenia, stargazina, défice intelectual, CACNG2, mutacao

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacao fundamental Sim
Investigacao translacional ou aplicada Sim
Uso regulamentar e producao de rotina Nao
Protecao do ambiente natural no Nao
interesse da salde ou do bem-estar do
homem ou dos animais

Nao
Ensino superior ou formacao para Nao
aquisicao, manutencao ou melhoria das
qualificacoes profissionais
Inquéritos no dominio da medicina legal Nao
Manutencao de coldnias de animais Sim Nao
geneticamente alterados ®

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

As doencas neuropsiquiatricas representam um dos maiores
desafios médicos e sociais do século XXI, e sao a principal causa
mundial de anos de vida ajustados por incapacitacao. As
doencas mentais, associadas a baixa mortalidade mas alta
morbilidade, contribuem para uma larga fatia custo mundial de
doenca, o que é agravado pelo facto de nao se conhecerem
tratamentos eficazes para os principais sintomas de doenca. Os
avancos na prevencao e tratamento efetivos das doencas
psiquiatricas tém sido dificultados pela elevada
heterogeneidade entre individuos afetados, e pela compreensao
ainda limitada da etiologia e patogénese destas doencas. No
entanto, estudos recentes levaram a uma expansao na
descoberta de genes de suscetibilidade associados a doencas
mentais, e revelaram algumas vias biologicas envolvidas na
patogénese destas doengas, nomeadamente vias associadas a
regulacao do desenvolvimento e da plasticidade das sinapses.

Variantes genéticas de genes codificantes de proteinas
sinapticas tém sido associadas a doencas neuropsiquiatricas, o
que motiva o passo seguinte: a determinacao do impacto
bioldgico destas variantes, e da sua contribuicao para os
fenotipos de doenca aos niveis molecular, celular, dos circuitos
neuronais e do comportamento. Esta abordagem vai certamente
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facilitar o desenvolvimento de melhores terapias.

Quais sao 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)?

Propomos focar-nos em duas mutacdes humanas no gene
CACNG2, uma identificada num doente nao sindromico de défice
intelectual, a outra recentemente encontrada por nés numa
familia com doentes esquizofrénicos. As nossas analises in vitro
mostraram que estas mutacoes afetam a mobilidade superficial
da stargazina, o trafego de receptores do glutamato e a
plasticidade sinaptica. Estamos a gerar murganhos que
expressam as variantes humanas de stargazina associadas a
défice intelectual e esquizofrenia. Propomos determinar se
estes murganhos apresentam fendtipos comportamentais, nos
circuitos neuronais, morfologicos e sinapticos especificos para
cada uma das patologias. Pretendemos ainda estudar de que
modo o stress contribui para ou acelera o aparecimento de
sintomas associados a estas doencas. Finalmente, propomos
explorar uma nova estratégia terapéutica, que modula a funcao
da stargazina, como potencial tratamento para aliviar os
sintomas destas doencas cognitivas. Estes estudos contribuirao
para compreender os mecanismos de doenca associados a
alteracdes na stargazina, elucidarao alteracoes
comportamentais e funcionais associadas a défice intelectual e
esquizofrenia, e prepararao o caminho para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas.

Que espécies animais e nimeros
aproximados de animais serao
utilizados?

- Murganhos de colonias geneticamente alteradas - No: 1200 de
acordo com o seguinte plano

- Murganhos geneticamente alterados fémeas Que espécies
animais e nimeros | gestantes (E16-18)- 500

- Ratos Wistar adultos - 530 animais

- Ratos Fémeas Wistar, 16-18 dias de gestacao: 500

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
realizacao do projeto?

Procedimento 1, 2 e 8 - procedimentos ligeiros.

Procedimento 3 - moderado devido a realizacao de alguns testes
comportamentais aversivos.

Procedimento 4, 9 e 10 - severo devido a inducao de stress
imprevisivel.

Procedimento 5 - moderado devido a realizacao de alguns testes
comportamentais aversivos e realizacdo de multiplas injecoes
intraperitoneais, também elas aversivas.

Procedimento 6 - severo devido ao isolamento prolongado dos
animais apos cirurgia. O isolamento dos animais é necessario
para evitar a perda do equipamento pela sua manipulacao pelos
companheiros da caixa. O isolamento social provoca stress
elevado e pode despoletar sinais de depressao como
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estereotipias.

Procedimento 7- moderado. O murganho podera experienciar
ansiedade severa durante a fase de inducao do status
epilepticus.

Aplicacao dos 3Rs:

1.Replacement (Substituicao)

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

O estudo dos com comportamentos em causa, nomeadamente
comportamentos sociais, s é passivel de ser efetuado em
espécies animais que exibam este tipo de comportamento, e.g.
murganhos. Nao existe atualmente nenhum sistema que permita
a simulacao destes comportamentos, nao sendo portanto
possivel contornar o uso de animais para aderecar questoes do
foro comportamental e do funcionamento dos circuitos
neuronais.

2.Reduction (Reducéo)

Explique como garantira que serao
utilizados os niUmeros minimos de
animais

0O numero de animais necessarios para este estudo foi calculado
através da utilizacao de "power analysis" tendo em conta a
necessidade de significancia estatistica e outros estudos
semelhantes realizados anteriormente.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie e a
razao porque o modelo(s) animal que
serao usados sao 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 procedimentos com intervencao animal moderada e severa
encontram-se otimizados para minimizar o sofrimento animal.
As esterotaxias e procedimentos invasivos serao efetuados sob
anestesia profunda. Sera administrada analgesia aos animais nas
48h do periodo pos-operatério sendo tido cuidados pos gerais
que serdo tomadas para cirirgico como a colocacao de comida
himida, monitorizacdo de peso corporal e fluidoterapia sempre
que necessario.

Para uso oficial

0 projeto sera submetido a avaliacao
retrospetiva?

Sim Observacoes
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