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| SECCAO 6: RESUMO NAO TECNICO DO PROJETO |

De notar que, de acordo com a alinea b), do artigo 43° do Decreto-Lei n° 113/2013, de 7 de Agosto, no
pedido de autorizagdo de um projeto deverd ser incluido um resumo nao técnico do projeto, e
considerou-se de utilidade que 0 mesmo faga parte da presente secgéo.

O resumo devera ser redigido claramente usando termos néo técnicos, sempre que possivel, por forma
a poder ser facilmente entendido por um leigo. Para além disso, de acordo com o artigo 49° do Decreto-
Lei, o projeto devera ser explicado salvaguardando sempre a propriedade intelectual e as informagdes
confidenciais que identifiquem quer as pessoas envolvidas no projeto quer o estabelecimento onde os
animais ser&o alojados.

O resumo nao técnico sera posteriormente publicitado no sitio da Internet da DGAV.

Modelo de Resumo néao técnico de projeto experimental

Reprogramagéo metabdlica e fungao do gene Yap durante a

Titulo do projeto regeneracao da retina do peixe-zebra (Danio rerio)

Duragao do projeto D anos
Palavras-chave (max. 5) Regeneracao; Retina; Yap; Muller glia; peixe-zebra
Fim/objetivo do projeto Investigagao fundamental Sim
Investigacdo  translacional  ou N3
(de acordo com Arte 5°) (1) aplicada ao
Uso regulamentar e produgdo de N&o
rotina
Protecdo do ambiente natural no Néo
interesse da saude ou do bem-estar
do homem ou dos animais
Investigagéo destinada a N&o
conservacao das espécies;
Ensino superior ou formagédo para Nao
aquisicdo, manutengdo ou melhoria
das qualificagdes profissionais
Inquéritos no dominio da medicina ~
Néo
legal
Manutengéo de colénias de animais Sim
geneticamente alterados )

Ao contrério de alguns modelos animais, a retina humana
nao possui capacidade regenerativa. Desta forma, este
projeto pretende perceber como a regeneracao da retina é

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

controlada, isto é, como € que a visdo pode ser recuperada
num contexto de lesdo da retina. Para isso, este estudo
utiliza larvas de peixe-zebra uma vez que estas tém
naturalmente uma grande capacidade regenerativa, tal como
as estrelas-do-mar. Para além de regenerarem, 0s peixe-
zebra s&o animais vertebrados (possuem coluna vertebral tal
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como os humanos), sendo entdo um bom modelo animal
para este estudo. O conhecimento gerado com este trabalho
servira de base para o desenvolvimento de terapias para
doengas da retina.

Este estudo tem trés objetivos:

) A informag&o dentro das células é transportada através de
‘vias de sinalizagdo”, que funcionam como corridas de
estafetas muito complexas. Uma destas vias € a Hippo/Yap,
a qual participa em diversos processos incluindo a regulagao
do tamanho de 6rgaos e sua regeneragdo. Neste trabalho
vamos manipular esta via (colocar vendas e abafadores de
ouvidos em diferentes estafetas da corrida) e avaliar se a
capacidade de regeneragéo da retina, apds indugado de um
dano através de uma forte exposicdo a luz UV, fica
comprometida. Esta informacdo € determinante para
sabermos se esta via (estes estafetas) é responsavel pelo
transporte de informagao neste caso concreto.

l) As células, para funcionarem, precisam de produzir
energia, processo chamado de metabolismo celular. Existem
varias formas de produzir diferentes nutrientes que sdo
necessarios para que as células consigam dar resposta aos
mais variados trabalhos que tém de executar. Para
percebermos quais 0s nutrientes necessarios para que as
células consigam regenerar a retina, vamos manipular o
metabolismo celular e avaliar quais os nutrientes mais
importantes a fornecer quando a retina esta lesionada.

1) Por altimo, este estudo pretende ainda perceber se existe
interacdo entre a via de sinalizacdo Hippo/Yap e o
metabolismo das células. Ou seja, pretendemos ver se 0s
nutrientes que se dao aos estafetas da via de sinalizagdo
podem influenciar a sua performance, se conseguem correr
e/ou para o sitio certo.

Quais sd@o os potenciais beneficios
que possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avangar ou

Perda das fungdes da retina pode levar a deficiéncias visuais
ou mesmo cegueira, afectando milhdes de pessoas em todo
0 mundo. Enquanto os humanos ndo tém capacidade
regenerativa, vertebrados como o peixe-zebra sdo capazes
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de regenerar retinas danificadas. A razdo pela qual os
humanos nao tém essa capacidade permanece ainda pouco
clara. Assim sendo, é extremamente importante transferir o
conhecimento sobre a maneira como as células regeneram
a retina do peixe-zebra, para os humanos, de forma a se
desenvolverem melhores tratamentos para doengas da
retina.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Larvas de peixe-zebra (Danio rerio).

Total — 7960 larvas

No contexto do que € proposto fazer-
se aos animais, quais sao os efeitos
adversos esperados e 0 grau
provavel/esperado de severidade? O
que acontecera aos animais no final
da realizacéo do projeto?

Todos os animais envolvidos neste projecto contam com
monitorizagdo constante de uma equipa (técnicos,
veterinario responsavel, coordenadores do Biotério e
investigadores), os quais garantem o seu bem-estar (fisico e
mental), a sua alimentagdo e todos os cuidados que
necessitem durante o periodo em que estdo alojados no
Biotério e de que séo alvo de experiéncias.

Nao sdo esperados efeitos adversos para estes animais
quando submetidos aos procedimentos incluidos no
projecto, pelo que ndo sdo necessarios cuidados especiais
durante a realizagdo dos procedimentos, para além de
anestesia sempre que necessario. E importante, para todos
os envolvidos no projecto, que estes animais néo sofram,
nao vivam sob stress e tenham as melhores condigbes
possivel de alojamento durante todo o processo.

Os animais serdo occisados por sobredosagem de
anestesia, no final da realizagdo do projecto, garantindo
assim que o processo ocorrera sem dor ou sofrimento
associado.

Aplicagdo dos 3Rs

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

O uso de animais neste projecto justifica-se porque
pretendemos estudar diretamente na retina do peixe-zebra
0S mecanismos que permitem a sua regeneragdo no
contexto de dano, de forma a contribuir para terapéuticas
que possam mitigar a degeneracg&o da retina no Homem.

O processo regenerativo € um processo muito particular e
complexo que sé alguns animais possuem. O peixe-zebra &
um dos modelos animais mais usados para estudar
processos regenerativos devido a sua capacidade
excepcional de regenerar varios tecidos. O processo
regenerativo da retina é bastante complexo, uma vez que
depende do ambiente que é gerado num contexto de leséo,
e da comunicacdo entre varios tipos celulares presentes na
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zona afectada. Este tipo de ambiente presente ap6s leséo,
bem como a heterogeneidade celular, séo impossiveis de
recriar em qualquer modelo celular que esteja de momento
disponivel. Para além deste requisito, o facto de nas fases
larvares os animais serem transparentes permite a utilizacao
de técnicas ndo invasivas de microscopia Optica para
monitorizar em tempo-real a dindmica de mecanismos
fisiolégicos que ocorrem durante a regeneracao da retina.

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantira que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Para cada desenho experimental vai ser utilizado o numero
minimo de animais (10 a 50 larvas) de forma a ser possivel
verificar resultados estatisticamente significativos entre
varios grupos experimentais. O tamanho da amostra para
cada grupo foi estimado em funcdo do coeficiente de
variagao baseado em resultados experimentais obtidos em
condi¢bes analogas, tendo em consideracdo um nivel de
significancia de 5%, uma poténcia de 90% e uma diferenca
considerada significativa entre condi¢des experimentais de
5%.

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

Uma vez que o objectivo deste projeto € estudar a
regeneragdo da retina, o peixe-zebra preenche todos os
requisitos para ser usado como modelo animal. Este tornou-
se um modelo muito popular para o estudo de processos
regenerativos, oferecendo a oportunidade Unica de
investigar os mecanismos que regulam este processo. As
vantagens de usar este modelo incluem:

-facilidade de reproducéo, a partir de um a dois cruzamentos
de peixe-zebra conseguimos obter cerca de 100 embrides.
Desta forma, este modelo permite que com um numero
reduzido de animais reprodutores se consiga obter um
numero suficiente de ovos que dé para varios procedimentos
com significado estatistico, sem colocar em causa a saude e
bem-estar dos animais reprodutores;

- facilidade de manipulagéo genética e rapidez na criagéo de
animais geneticamente modificados;

- transparéncia da larva de peixe-zebra, 0 que permite a
observagao da dindmica de mecanismos regenerativos com
alta resolugao, através do uso de técnicas de microscopia
otica ndo invasiva;

- permeabilidade das larvas a compostos diretamente
dissolvidos no meio embridnico. O facto de serem
administrados no meio e ndo injetados diretamente no
animal diminui muito o seu mal-estar e sofrimento, uma vez
que 0 animal ndo necessita de ser anestesiado nem sofre
qualquer dano fisico causado por uma possivel injecéo.
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Todos os procedimentos efectuados neste projeto tém um
procedimento operacional normalizado ou em Inglés,
“‘Standard Operating Procedure”, que é elaborado pela
equipa do Biotério, juntamente com o investigador. Os
procedimentos sdo revistos e continuamente melhorados.
Quando se verifica a existéncia de alternativas ndo/menos
invasivas para atingir os mesmos resultados, estas séo
contempladas e aplicadas.

Os limites criticos sdo estabelecidos para cada
procedimento de acordo com as indicagdes veterinarias.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliagao
retrospetiva?

N&o | Observagdes

Notas: () Elimine Sim ou Nao, conforme apropriado.
(2) Com esta opgéo devera ser escolhido, pelo menos, um fim/objetivo adicional.
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