Titulo do projeto

Reprogramacdo e plasticidade celular durante a

regeneracao dssea em peixe-zebra (Danio rerio)

Duragao do projeto

5 anos

Palavras-chave (max. 5)

Regeneracao; Osteoblastos; peixe-zebra;

Reprogramacao; Tecido 6sseo

Fim/objetivo do projeto

(de acordo com Art° 5°)

Investigacdo fundamental Sim
Investigacdo translacional ou
Sim

aplicada
Uso regulamentar e producéao Nao
de rotina
Protecdo do ambiente natural Nao
no interesse da saude ou do
bem-estar do homem ou dos
animais
Investigacao destinada a Nao
conservagao das espécies;
Ensino superior ou formacgao Nao
para aquisicdo, manutencdo ou
melhoria das  qualificagdes
profissionais
Inquéritos no dominio da

Néo
medicina legal
Manutencdao de coldnias de Nao
animais geneticamente
alterados @

Descreva os Objetivos do

Projeto (ex., incégnitas cientificas ou

necessidades cientificas/clinicas a

serem abordadas, etc)

Este projeto tem como principal objectivo perceber
0os mecanismos celulares e moleculares que
controlam a regeneragdo do tecido 6sseo apods

amputacao da barbatana caudal do peixe-zebra.

Pretendemos compreender ndo sé como os

osteoblastos associados ao osso conseguem

responder ao dano e formar novos osteo-
progenitores, mas também perceber quando na
auséncia destes osteoblastos, que outros tipos

celulares tém a capacidade de formar osteo-




progenitores e assegurar que O processo

regenerativo prossiga corretamente.

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

humanos ou outros animais

Este topico é de grande importancia devido a
grande predominancia de patologias d6sseas na

populagcdo humana.

Desta forma, através do uso do peixe-zebra como
modelo de estudo, pretendemos aprofundar o
nosso conhecimento dos mecanismos celulares e
moleculares subjacentes a regeneracdao do tecido
6sseo, e contribuir no futuro para promover o

aparecimento de estratégias terapéuticas mais

poderiam beneficiar com o
eficientes.

projeto)?
Estas estratégias poderdao ter grande impacto
durante, por exemplo, o aparecimento de fracturas
Osseas e perdas substanciais de tecido 6sseo em
humanos, como é o caso da osteoporose.

Que espécies animais e | Danio rerio - 297 animais

numeros aproximados de

animais serdo utilizados?

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 acontecerad
animais final da

aos no

realizagdo do projeto?

Todos os animais do projeto serdo sujeitos a
amputacao da barbatana caudal para despoletar o
processo regenerativo. Este procedimento é feito

sobre anestesia e ndo causa perda de autonomia ao

animal.

Alguns animais serdao também sujeitos a
administracdo de drogas/farmacos na &gua,
protocolos de choque térmico ou a injecgao

intraperitoneal. Nem os farmacos utilizados nem o
choque-térmico afetam a autonomia do animal

apds o procedimento.

Todos os procedimentos efectuados durante o

decorrer do projeto sdao considerados ligeiros.

Dado que a maioria dos animais utilizados no projeto

sdo linhas transgénicas: animais apenas sujeitos a




amputacao da barbatana caudal sdo mantidos nas
instalagdes do biotério de peixes para manutencao
de linhas; animais sujeitos a amputacao de cauda e
a outro procedimento adicional, administracao de
drogas (na dgua ou via intra-peritonial) ou a choque-

térmico, sdo occisados nas instalagdes do biotério.

Aplicagao dos 3Rs

1.Replacement (Substituicao)
Refira a razdo por que precisa
utilizar animais e por que néao
pode usar alternativas nao-
animais

O processo regenerativo é um processo muito
particular e complexo que sé alguns animais é que o

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 do tecido dsseo é bastante
complexo, uma vez que depende do ambiente que
é gerado apo6s amputacdo e da comunicagdo entre

varios tipos celulares presentes na zona afetada.

Este tipo de ambiente presente apdés amputacgao,

bem como a heterogeneidade celular, séao

impossiveis de recriar em qualquer modelo celular

que esteja de momento disponivel.

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

minimos de animais

Para cada desenho experimental e intervalo de
tempo a analisar vai ser utilizado o nimero minimo
de animais (3 a 4 peixes-zebra) de forma a ser
verificar resultados

possivel significativamente

diferentes entre controlos e condigdes

experimentais.

O numero de animais a utilizar tem em consideracgao
um nivel de significAncia de 5%, uma poténcia de
90% e uma diferenca considerada significativa entre

condi¢des experimentais de 5%.

A Unica excegdo verifica-se no procedimento de

isolamento de osteoblastos por FACS, onde sera




utilizado o nimero minimo de animais que garanta

células suficientes para os ensaios posteriores.

Nos ensaios em que se utilizem linhas transgénicas
de choque térmico, a condigcdo controlo é feita para
controlar o efeito do choque térmico em animais WT
(AB) sendo igual para todas as linhas. Desta forma, o
ensaio sera feito ao mesmo tempo para todas as
linhas de forma a que apenas se use apenas um

grupo de peixes controlo.

3.Refinement (Refinamento)

Explique a escolha da(s) espécie
e a razao porque o modelo(s)
animal que serdo usados sdo os
mais refinados, tendo em conta
os objetivos. Explique as

medidas gerais que serdo

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

animais.

Uma vez que o objetivo deste projeto é estudar a
regeneragcdo do tecido o6sseo, o peixe-zebra
preenche todos os requisitos para ser usado como

modelo animal.

O peixe-zebra tornou-se um modelo muito popular
para o estudo de processos regenerativos, oferendo
a oportunidade Unica de investigar os mecanismos
que regulam este processo. As vantagens de usar
este modelo incluem facilidade de reproducao,
manutencdo e possibilidade de manipulagao

genética.

A barbatana caudal é um dos tecidos do peixe-zebra
mais usados para estudar regeneragdo, sendo um
dos seus maiores componentes o tecido dsseo.
Desta forma optamos por usar a barbatana caudal
para os estudos de regeneragao 6ssea, uma vez que
apresenta as seguintes vantagens
comparativamente a outros modelos animais: apods
amputacao a barbatana caudal regenera num curto
espaco de tempo; esta estrutura é de facil acesso; a
cirurgia de amputacdo é muito simples e nao

compromete a sobrevivéncia do animal.

Os procedimentos de amputacdo e recolha da

barbatana caudal sdao procedimentos ligeiros que




sdo efectuados em animais devidamente

anestesiados.

A grande maioria das drogas usadas neste projeto
sdo administradas na agua. O facto de serem
administradas na agua e ndo injetadas diretamente
no animal diminui muito o seu mal-estar e
sofrimento, uma vez que o animal ndo necessita de
ser anestesiado nem sofre qualquer dano fisico

causado por uma possivel injecao.

Uma das drogas/farmaco utilizadas neste projeto
tera de ser administrada via intraperitoneal. Para
tal, os animais sao previamente anestesiados e
manipulados a lupa, para nos certificarmos que a
agulha é inserida diretamente na cavidade

abdominal sem danificar outras estruturas.

Mais uma vez garantimos que todos os
procedimentos efectuados neste projeto séao
executados por utilizadores experientes, ou sob
supervisdo, e que todos os animais adultos,
transgénicos, mutantes e reprodutores utilizados
sejam sujeitos ao minimo de sofrimento ou dor

possivel durante o decorrer deste projeto.




