Estabelecimento do eixo direita-esquerda no
Titulo do projeto
organismo modelo peixe-zebra
Duragao do projeto 5 anos
Palavras-chave (max. 5) Eixo direita-esquerda; cilios; peixe-zebra
Fim/objetivo do projeto Investigagdo fundamental Sim
Investigacdo translacional ou .
(de acordo com Art° 5°) @ aplicada Sim
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
conservacao das espécies;
Ensino superior ou formacgao Nao
para aquisi¢cdo, manutencgdo ou
melhoria das qualificagdes
profissionais
Inquéritos no dominio da .
medicina legal Nao
Manutencdao de coldnias de Sim
animais geneticamente
alterados @

Descreva os Objetivos do

Projeto (ex., incégnitas

cientificas ou necessidades
cientificas/clinicas a serem

abordadas, etc)

Este projeto pretende descobrir os mecanismos
durante o desenvolvimento embrionario que levam
ao estabelecimento da lateralidade dos o6rgaos

viscerais em vertebrados.

Este processo inicia-se num 6rgdo embrionario
denominado o organizador da direita-esquerda.
Este 6rgao é ciliado, ou seja é formado por cerca de
60 células que possuem um cilio cada uma e fica na

zona da cauda do embrido de peixe-zebra.

Os cilios sao protuberancias das células

semelhantes a cabelos finos vezes

(por




denominados flagelos) que servem para produzir
fluxos de liquidos através da sua motilidade. Dentro
deste 6rgdo produz-se assim um fluxo de liquido
direcional que é mais forte para o lado esquerdo do
embrido e que vai ser responsavel pelo inicio de uma

cascata genética ainda muito mal compreendida.

Sabemos que os genes alvo vao originar que o
coracao fique do lado esquerdo e o figado do lado
direito em humanos. Desta forma necessitamos de
linhas de peixe-zebra que nos permitam seguir e

manipular este processo desde:

a) a visualizacao dos cilios em movimento;

b) a visualizagcdo de membranas das células deste
oérgao;

c)a manipulagao de algumas proteinas ja conhecidas
e envolvidas no processo de sinalizagdo molecular
da lateralidade;

d) necessitamos ainda de ver os o6rgaos
propriamente ditos e a sua posicao final em larvas

vivas.

O peixe-zebra é o modelo animal ideal para este
estudo visto que devido a sua transparéncia nao
necessitamos invadir nem eutanizar as larvas para

visualizar todos estes passos.

Quando este processo da lateralidade ndao é bem
sucedido durante o desenvolvimento do embrido
em humanos surge uma doenca genética rara
denominada ‘discinésia ciliar primaria (DCP) que
pretendemos ajudar a tratar com investimento na

investigagao basica.

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

ciéncia avangar ou os seres

Os beneficios serado:

¢ O conhecimento de um processo de
desenvolvimento embriondrio que ainda nao
se conhece bem,




humanos ou outros animais

poderiam Dbeneficiar com o

e A potencial terapia para a DCP
e O conhecimento do mecanismo de acgao

molecular da PKD2 que estd também
projeto)? envolvida na doenca renal ADPKD
(Autosomal Dominant Polycystic Kidney
Disease).
Deste projeto virdo vantagens para 3 campos
distintos:
e abiologia do desenvolvimento
¢ doenca genética rara DCP
e doenca genética muito comum dos rins
poliquisticos.
Peixe zebra (Danio rerio):
e 2050 animais no CEDOC
e 400 animais no IGC
Estes representam o nimero de animais utilizados
Que espécies animais e . .
durante 5 anos, em aquarios com uma densidade de
numeros aproximados de

animais serdo utilizados?

20 animais por 3,5L de agua com condigdes
controladas e monotorizadas. Nenhum destes
animais vai ser alvo de procedimentos severos ou
graves. Sendo o Unico procedimento a reproducgao
da espécie que é isenta de qualquer manipulagao

invasiva ao animal.

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

aos no

realizacdo do projeto?

Nao havera efeitos adversos. Os animais mantidos

em heterozigotia nao apresentam fendtipos

nocivos. As linhas serdo mantidas no biotério para

uso do nosso e outros laboratoérios.

Aplicagao dos 3Rs

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

Para a realizagdo de estudos sobre o

desenvolvimento embriondrio, nomeadamente no
estabelecimento do eixo direita-esquerda é
necessdria a utilizagcdo de embrides enquanto
organismos inteiros para avaliar o posicionamento

dos 6rgaos internos assimétricos como o coragao, o




figado e o pancreas inexistentes em alternativas nado

animais.

Neste projeto optou-se pela utilizagdo do peixe-
zebra pois sdo oviparos o que permite ter acesso a
embrides e a formas larvares sem alimentagao
auténoma sem existir necessidade de eutanasiar
nenhum dos progenitores, em oposicdo a outros

modelos nomeadamente rato ou ratinho.

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

minimos de animais

O peixe-zebra atinge a sua maturidade sexual aos 3
meses e mantem-se em idade reprodutora até aos
18 meses.

Para garantir o bem-estar animal os animais
acasalam no maximo 1x a cada 15 dias. Para suportar
as necessidades de embrides WT para a realizagao
do projeto sdo necessarios 3 tanques com 10 casais
saudaveis cada (20 animais) por semana. De forma a
obtencdo de ovos a terga-feira, quarta-feira e

quinta-feira de cada semana.

3.Refinement (Refinamento)

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

medidas gerais que serdo

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

animais.

O Danio rerio tem vindo a estabelecer-se como
modelo animal ha mais de 20 anos. E um excelente
do

embriondrio por permitir que um casal de animais

modelo para estudos desenvolvimento
reprodutores tenham posturas de mais de 100 ovos
semanalmente sem comprometer o bem-estar ou a

saude animal.

Como este projeto tem por objetivo de estudo o
conhecimento do estabelecimento de eixo direita-
esquerda que ocorre as 10h apos fertilizagdo num
o6rgao embrionario transiente, a Vesicula de Kupffer,
todos os procedimentos e manipulagbes sao
realizados nos embrides ou em estados larvares sem

alimentacgao auténoma.

Assim sendo este modelo permite que com um

numero reduzido de animais reprodutores se

consiga obter ovos em numero suficiente, para




varias experiencias e procedimentos com
significado estatistico sem nunca pér em causa a
saude e o bem estar animal dos animais
reprodutores tornando o peixe-zebra um modelo

refinado para estudos de embriologia.

Para uso oficial

O projeto sera submetido a

avaliacao retrospetiva?

Nao | A utilizagdo é terminal




