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. Titulo do projeto de utilizacdo de animais:

Estudo dos processos fisiopatolégicos do desenvolvimento de dor crénica e do potencial
analgésico de novos compostos em culturas primarias de neurénios sensoriais e em
modelos animais de dor neuropatica e inflamatéria

2.

Nome do investigador responséavel pela realizagéo do projeto:

Pedro Afonso Baltazar dos Santos Lima

Modelo de Resumo néo técnico de projeto experimental

Estudo dos processos fisiopatolégicos do
desenvolvimento de dor crdnica e do potencial analgésico

Titulo do projeto de novos compostos em culturas primarias de neurénios
sensoriais e em modelos animais de dor neuropatica e
inflamatéria

Duragao do projeto 5anos (18 de Junho 2018 a 17 de Junho de 2023)

Dor cronica; analgesia; compostos marinhos; fisiopatologia da

Palavras-chave (max. 5) dor- neurénios DRG

Fim/objetivo do projeto Investigagédo fundamental Sim

Investigacdo  translacional

: Sim
ou aplicada

(de acordo com Art° 5°) m

Uso regulamentar e Nao
produgao de rotina

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

Investigagdo destinada a Néo
conservagao das espécies;

Ensino superior ou formagao Nao
para aquisi¢cdo, manutengéo
ou melhoria das
qualificagdes profissionais

Inquéritos no dominio da
medicina legal

Manutencao de coldnias de Nio
animais geneticamente
alterados o

A Dor Cronica é uma doenga que afecta mais de 20% da
populagdo Humana e, contra a qual, ndo existe tratamento
adequado, principalmente no contexto da Dor Neuropatica,

mas também da Dor Inflamatéria.

Os neurbnios do génglio da raiz dorsal (DRG, do inglés ‘Dorsal Root
Ganglia’; ou também ‘pain-sensing neurons’), e também para a
neuralgia do trigémio os neurénios do génglio trigeminal, séo o
modelo experimental principal nos estudos sobre a fisiopatologia da

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




dor e sédo protagonistas primordiais na Industria farmacéutica
dedicada a investigagdo e desenvolvimento de novos analgésicos.
Pretende-se, assim:

- Estudar os canais de Potassio e Sédio directamente implicadas
no processo e estabelecimento da Dor Crénica (Neuropatica e
Inflamatéria) em culturas primérias de neurénios DRG obtidas a
partir de preparagbes ex-vivo de ratos Wistar (modelos de dor
crénica e controlos), a fim de averiguar de que forma, tanto a
expressdo destes canais como o seu funcionamento biofisico e
farmacoldgico, estdo alterados nos processos de dor,
acrescentando deste modo conhecimento cientifico a patofisiologia
da dor cronica;

- Verificar se extractos marinhos de compostos poderdo ter
implicagdo na modulagdo da dor ao actuar nestes mesmos canais
iénicos, podendo constituir, desta forma, uma nova classe de
farmacos para a terapia da dor;

- Determinar a eficacia e a toxicidade destas moléculas marinhas
identificadas em culturas primarias de neurénios DRG e nos
modelos animais previamente estabelecidos in vivo;

- Pesquisar métodos alternativos a experimentagdo com animais
através do estabelecimento de culturas celulares simples de
neurdnios DRGs embrionicos e em cdmaras microfluidicas (MFC),
nomeadamente através do desenvolvimento de uma cdmara MFC
desenhada para a realizagdo de experiéncias de electrofisiologia e
de imagem em tempo real;

- Validar novos alvos terapéuticos (canais de Sédio, de Calcio e de
Potassio, como por exemplo NaV1.8, NaV1.7, CaV3.2, Kv1.4 e
Kv1.3) para o tratamento da dor cronica e estudo da sua regulagéo
ao nivel somatico e axonal (através das camaras MFC), tanto com
métodos de electrofisiologia como com métodos bioquimicos e
moleculares.

Quais sdo os potenciais beneficios
que possam derivar deste projeto
(como poderia a ciéncia avangar ou
0S seres humanos ou outros animais
poderiam beneficiar com o projeto)?

Os principais beneficios que provavelmente irdo decorrer deste
projecto séo a validagéo de alvos terapéuticos para o tratamento da
dor cronica, como a dor neuropdtica diabética e trigeminal e a
decorrente de lesdo nervosa e a dor inflamatéria, como a da artrite
e osteoartrite, patologias dolorosas que até hoje ndo tém uma
solugdo analgésica eficaz na maioria dos casos. Mais ainda, e
neste sentido, é perspectivada a descoberta de uma nova classe
de farmacos de origem marinha, que em experiéncias-piloto
demonstraram modular canais idnicos envolvidos na Dor. Por
ultimo, com o estabelecimento de culturas de células primarias
alternativas, como nas cdmaras microfluidicas (MFC), pretende-se
refinar, substituir e reduzir o nimero de animais a utilizar neste tipo
de modelos animais.

Que espécies animais e numeros
aproximados de animais serdo
utilizados?

Ratus norvegius e mus musculus.

288 Animais adultos ratos Wistar total

No contexto do que é proposto fazer-
se aos animais, quais sao os efeitos
adversos esperados e o0 grau
provavel/esperado de severidade? O
que acontecera aos animais no final
da realizagdo do projeto?

Grau Moderado a Severo (severidade cumulativa) e Grau Severo
(severidade prospectiva) para modelo de dor neuropatica diabética-
STZ.

Grau Moderado a Severo (severidade cumulativa) e Grau Severo
(severidade prospectiva) para modelo de dor neuropatica induzida
por quimioterapia (CIPN).

Grau Moderado a Severo (severidades cumulativas e propectiva)
para modelo de dor inflamatoria (monoartrite do joelho-CFA).




Grau Moderado a Severo (severidade cumulativa) e Grau Severo
(severidade prospectiva) para modelo de dor neuropética-trauma
(CCl).

No final do projecto os animais serdo eutanasiados e amostras
biolégicas dos mesmos serdo colectadas para estudos de
electrofisiologia e de bioguimica.

Aplicacao dos 3Rs

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

Estudos j& realizados por noés demonstram uma forte relagdo da
insulina com o cérebro linha celular N1E-115, mas n&o é possivel
extrapolar para 0 que passa em termos de condicionamento
metabélico sem ter acesso ao animal, ou seja, a neurdnios de
animais que padecem de distdrbio metabolico, como a diabetes, e
sobretudo de neuropatia diabética. Mais ainda, esta linha celular,
em como a maioria das linhas celulares existentes, provém de
neuronios do Sistema Nervoso Central (SNC) e neste projecto
pretende-se estudar agora neurdnios sensoriais aferentes, como os
DRGs, que fazem parte do Sistema Nervoso Periférico (SNP),
tendo caracteristicas muito diferentes. Existem poucas linhas
celulares disponiveis derivadas deste tipo de neurénios (DRG) — as
mais utilizadas até hoje s&o F-11 e ND7/23 (linhas celulares
hibridoma de DRG de ratinho). Um estudo recente demonstrou que
efectivamente estas linhas celulares nao conseguiam mimetizar o
que é encontrado in vivo/ex vivo no animal — um dos canais iénicos
mais importantes expressos nos DRGs in vivo € o TRPV1 que néo
se encontra presente nestas células, tornando-as algo invidveis
para prosseguir com os objectivos do estudo da dor e da descobera
de novos analgésicos. Recentemente surgiu outra derivada de
neuronios DRG de rato, MED17.11, com resultados mais
promissores, em que o canal TRPV1 ja se encontra com expressédo
mantida, mas ainda assim n&o é possivel estudar o que acontece
em termos de processamento axonal; por isso neste projecto é
objectivo o desenvolvimento de um modelo em cémaras
microfluidicas-MFC in vitro mais integrador e que j& mostrou
resultados preliminares mais promissores. Porém, mais uma vez,
nao é possivel mimetizar ainda na integra a condi¢éo de neuropatia
dolorosa, pelo que ndo é possivel a total substituicdo do modelo
animal.

2.Reduction (Redugao)

Explique como garantira que serdo
utilizados os numeros minimos de
animais

Prevé-se, que, por ano, sejam utilizados 72 animais Wistar, durante
os primeiros 4 anos de projecto: a) 24 ratos para o estudo do
modelo de les&o nervosa-neuropatia por trauma: constri¢éo crénica
do nervo ciatico (CCI) — 6 ratos CCl e 6 ratos naive (controlos),
fémeas, para estudos de electrofisiologia e protedmica; 6 ratos CCl
e 6 ratos naive (controlos), fémeas, para estudos de eficacia
analgésica; b) 24 ratos para o estudo do modelo dor inflamatéria:
monoartrite do joelho induzida por CFA (CFA) - 6 ratos CFA e 6
ratos naive (controlos), machos, para estudos de electrofisiologia e
protedmica; 6 ratos CFA e 6 ratos naive (controlos), machos, para
estudos de eficacia analgésica; c) 12 ratos para o estudo do modelo
neuropatia diabética: diabetes | induzida por STZ (STZ) - 6 ratos
STZ e 6 ratos naive (controlos), fémeas, para estudos de
electrofisiologia e proteomica; e d) 12 ratos para o estudo do
modelo neuropatia periférica associada a quimioterapia (induzida
por paclitaxel) — CIPN - 6 ratos CIPN e 6 ratos naive (controlos),
fémeas, para estudos de electrofisiologia e protedmica; mantendo
o protocolo experimental, totalizando para o projecto inteiro 288
animais Wistar.

Estamos ja a reduzir os animais a gupos de n=6, ao invés de n=9
(numero dado estatisticamente para uma siginificancia 0.1 e poder
estatistico 0.90) para cada técnica experimental, assumindo uma




distribuicdo normal, com técnicas de andlise estatistica melhorada
e com base nos resultados que iremos ter nos primeiros estudos
piloto. Mais ainda, algumas das experiéncias de proteémica (ex:
isolamento da fracgdo de proteina totais em conjunto com proteinas
membranares de diferentes amostras do mesmo animal) realizadas
nos anos 1, 2 e 3 do projecto, terdo amostras partilhadas para as
diferentes técnicas, bem como algumas experiéncias de
electrofisiologia (ex: voltage-clamp em neurdnios isolados e
current-clamp em nervos), sendo objectivo de utilizar estas
amostras para validagado do alvo terapéutico a nivel molecular e
farmacoldgico.

Para o estabelecimento das MFCs, serdo utilizados neurdnios
DRGs derivados de embrides E16-E18, numa primeira fase de
ratinhos Mus musculus (BL6/C57) e numa segunda fase de ratos
Rattus norvegicus Wistar, pois até ao presente momento s6 foram
estabelecidas culturas deste género derivadas de embrides de
ratinho. Prevé-se que de cada vez que estabelegcam estas culturas
se utilizem todos os DRGs de todos os embrides de modo a reduzir
0 niimero de maes/embrides sacrificados. Os modelos com o0s
neurdnios embriénicos sdo mais duradouros também e permitem a
redugdo do nimero de animais total. Estas tarefas so terdo lugar
nos anos 3, 4 e 5 do projecto, ap6s a caracterizagdo dos alvos
moleculares envolvidos na dor. Sera apenas sacrificada uma mée
BL6/C57 com embrides E16-E18 mensalmente no ano 3 de
projecto (total 12 animais BL6/C57); e uma mae Wistar com
embrides E16-E18 mensalmente nos anos 4 e 5 de projecto (total
24 animais Wistar), reduzindo deste modo ao minimo o niumero de
animais a utilizar. Pretende-se que os ensaios de eficacia dos
compostos sejam também efectuados nestas culturas, bem como
os de toxicidade, de modo a reduzir a utilizagdo dos animais in vivo
para este proposito.

Por Ultimo, as amostras colhidas serdo utilizadas com uma
colaborag&o interna (FCM e Sea4Us) e uma colaborag&o externa
(SLS/UniNottingham).

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

Estes modelos animais s&o os utilizados amplamente na
comunidade cientifica dedicada ao estudo da dor, e s&o também
0s que reconhecidamente implicam menos danos ao animal, pois
raramente foram observados comportamentos de automutilagéo,
ao contrario do que acontece com outros modelos, por exemplo,
o0s que utilizam técnicas de axotomia nervosa.

As gaiolas serdo devidamente enriquecidas a nivel ambiental,
com tubos de papel, serdo revestidas com uma cama de carolo de
milho, guardadas em local seco e fora do alcance de possiveis
contaminagdes. Os animais serdo agrupados em 3 por gaiola, de
forma a manterem a sua sociabilidade.

Todas as técnicas que envolvam um procedimento cirlirgico
(como nos animais CCl) ou injec¢do dolorosa (como a injecgéo
intra-articular nos CFA), serdo acompanhada de anestesia
adequada e de monitorizagdo de sinais vitais. A cirurgia sera
acompanhada por uma cirurgia plastica experiente em cirurgia
animal. Os animais estaréo em recobro cerca de 6h apds o
procedimento, com cama aquecida e sera fornecida comida
humida para potenciar a sua recuperagdo. Sera fornecida aos
animais analgesia (buprenorfina, 0,05-0,1mg/kg, 12h/12h,
subcutanea) nas 72h pds procedimento. Apds a cirurgia, sera
administrado o antibiético Amoxicilina (Clamoxyl® ) 150 mg/Kg a
todos os animais e colocar-se-a ainda sobre a sutura um penso
em spray para feridas cirirgicas. Aos animais CFA, sera realizada




massagem no joelho ap6s a injecgao intra-articular para redugéo
de tensdo e edema posterior.

Relativamente aos animais com diabetes-induzita por STZ, como
0 objectivo é o desenvolvimento de neuropatia diabética, podemos
tratar a diabetes, fazendo a implantagéo de uma bomba de
insulina subcutanea, por forma a reduzir a sede e a frequéncia
urinaria dos animais devido a Diabetes, bem como a perda de
peso. Sera também utilizada a medicdo da glicémia (nivel de
aglcar no sangue) nos ratos diabéticos.

Todas os procedimentos serdo apenas efectuados apds apos o
animal estar devidamente habituado ao operador por forma a que
o0 animal venha a cooperar nos procedimentos e tenha niveis
reduzidos de stress com 0s mesmos.

O peso dos animais sera também monitorizado e registado durante
a experiéncia. Sempre que 0s animais demonstrem uma perda de
peso superior a 20% do peso inicial os animais seréo eutanasiados
com sobredose anestésicade pentobarbital.

O bem-estar animal seré observado e registado diariamente -
Reducg&o ou interrupgdo da ingestdo de alimento; Redugdo do
crescimento ou perda de peso; Mau estado do pélo; Perda de
comportamentos de “grooming”; Segregagdo relativamente aos
outros animais; e apatia — verificar-se-a também se os animais néo
arrancam pélo ou tém comportamentos de auto-mutilagéo; ira
verificar-se também, segundo o cronograma (de 3 em 3 dias) a
actividade espontanea em campo aberto para ver se esta se
mantém activa e sera aplicada a Rat Grimace Scale (RGS) -
sempre que 0s animais demonstrem alteragdes no bem-estar, no
pélo, feridas, comportamentos de auto-mutilagdo ou diminui¢&o
significativa de actividade espontanea (rear up) serdo eutanasiados
com sobredose anestésica de pentobarbital. Se 24h ap6s o
procedimento de indu¢do do modelo de dor se verificar que o
animal ndo se apoia nas 4 patas por estar em grande
sofrimento/dor, serd também eutanasiado com sobredose
anestésica de pentobarbital.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a avaliagéo
retrospetiva?

Sim N&o Observagdes




