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2. DETALHES DO PROJETO:

Titulo: ExoSwitch — Understanding the switch between dry and wet AMD: role of exosomes (Global
Ophthalmology Awards Program from Bayer)

Data de inicio: 21-09-2018

Data de término: 20-08-2023

Principais objetivos:

A degenerescéncia macular da idade (DMI) é uma doenga multifactorial, que se carateriza
por alteragdes pigmentares na macula e depositos subretinianos. Esta doenga pode
progredir para uma forma seca caraterizada por atrofia geogréfica do epitélio pigmentado
da retina (EPR) ou para uma forma himida, neovascular ou exsudativa, na qual novos
vasos da cordide penetram na membrana de Bruch. Presentemente, apesar de existirem
algumas terapias disponiveis apenas para a forma himida, que permitem o retardamento
da progressdo da doenga, ndo existe cura para a DMI. Por outro lado, 0s mecanismos
moleculares e celulares subjacentes a esta patologia encontram-se pouco esclarecidos.
Pretende-se investigar os mecanismos subjacentes a libertagdo de pequenas vesiculas
pelas células do EPR e a sua fungdo especifica na rutura da barreira hemato-retiniana

externa e na neovascularizagdo da cordide (CNV) na DMI.




3. IMPACTO ESPERADO (0OU JA ALCANCADO):

Potenciais beneficios
para o homem (ou para
outros seres) e/ou para

a sociedade em geral:

N&o existe cura para a DMI e as opgdes terapéuticas sdo bastante invasivas e s6
existem para a forma exsudativa da doenga. Este projeto permitira avaliar a
contribuicdo de pequenas vesiculas provenientes do EPR e identificar os
intervenientes chave subjacentes & patogénese da DMI. Logo, este estudo com
animais vai permitir uma melhor compreensdo desta doenga e representara um
avanco no desenvolvimento de novas e mais eficazes estratégias terapéuticas para

a perda de visdo associada a progressao da DMI.

Resultados ja alcan¢ados:

n/a

4. APLICACAO DO PRINCIPIO DOS 3R’s:

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

animais:

As experiéncias in vitro com culturas primarias de células do EPR permitirao
identificar alguns dos mecanismos moleculares subjacentes a DMI e seréo
importantes para se compreender de que forma as pequenas vesiculas
libertadas pelas células do EPR conduzem a rutura da barreira hemato-
retiniana externa e a CNV. Modelos bioldgicos complementares como 0s
animais permitirdo validar os mecanismos moleculares e celulares que

estao envolvidos no desenvolvimento e progresséo da DMI.

Reduction (Reduc¢ao)
Explique como garantira que
serdo utilizados os numeros

minimos de animais:

Sera utilizado o numero minimo de animais necessario para obter
resultados validos. Serdo utilizadas células em cultura em todos os ensaios
prévios a utilizacdo de animais. Sera feito um estudo piloto para aferir as
condicdes experimentais e diminuir o numero de animais a utilizar no

estudo.

Refinement (Refinamento)

Explique por que raziao o
animal/modelo que escolheu
é o mais adequado para este
estudo e que medidas tomou
para minimizar os potenciais

danos ao seu bem-estar:

Murganhos BALB/c — Para indug&o da forma seca da DMI e administracéo
de vesiculas: Ndo existe um dnico modelo animal de DMI capaz de recriar
todas as carateristicas da DMI. O desenvolvimento de um modelo animal
que mimetize todas as caracteristicas das fases iniciais e tardias da doenga
no humano tem constituido um verdadeiro desafio devido a diferengas entre
as espécies animais. Por exemplo, os murganhos C57BL/6(B6) s&o mais
resistentes a indug&o da forma seca de DMI do que os murganhos BALB/c.

Por isso, iremos utilizar os murganhos BALB/c que sdo os que melhor




mimetizam as carateristicas da forma seca da DMI. De forma a
complementar os estudos e como controlo positivo, iremos também induzir
CNV em murganhos adultos machos por fotocoagulagao a laser de Kripton,
para comparagéo com os resultados obtidos nos nossos modelos (Gross et
al Mol Vis (2013) 19:54-61). Condicbes de alojamento, criagéo e cuidados
a prestar aos animais: Os animais serdo agrupados 4 a4 ou 5 a 5 por gaiola
e mantidos em ambiente de temperatura, luz e humidade controladas. Para
a transferéncia de uma gaiola para a outra ou para a pesagem dos mesmos,
0s animais serdo manuseados pela cauda de forma gentil. Durante a
inducdo de CNV ou administragdo de vesiculas, manter-se-4 o animal
aquecido (manta de aquecimento) e ficar-se-a atento para que o animal ndo
fique com hipertermia. Como medidas de refinamento adicionais: 0s animais
serdo reutilizados longitudinaimente no estudo. Caso ocorram
procedimentos que nao induzam as lesdes esperadas, esses animais serao

reaproveitados para outros grupos do estudo.




