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_Resumo

As doengas mitocondriais (DM) constituem um grupo heterogéneo de doengas
hereditarias do metabolismo resultantes de uma deficiente producao de ener-
gia causada por mutacdes no DNA mitocondrial ou nuclear. A sua complexida-
de genética, aliada a marcada variabilidade clinica, representa um desafio ao
diagndstico definitivo, sobretudo face a identificagdo frequente de variantes
de significado incerto. O peixe-zebra (Danio rerio) surgiu como um modelo ver-
tebrado de elevada relevancia para o estudo da biologia mitocondrial, devido
a sua conservagao genética com o ser humano, desenvolvimento embrionario
externo, transparéncia larvar e facilidade de manipulagao genética. A aplicagao
de ferramentas de edigao genética, como ZFNs, TALENs, CRISPR-Cas9 e sis-
temas de edi¢do de base mitocondrial como o DACBE, permite a modelagao
precisa de variantes patogénicas. Paralelamente, estratégias de silenciamen-
to genético, incluindo morfolinos e quimeras direcionadas ao genoma mitocon-
drial, possibilitam a modulag@o temporaria e especifica da expressao genética.
A integracao destas abordagens com metodologias de avaliacdo bioenergética
e com linhas transgénicas reporter direcionadas a mitocondria permite a moni-
torizagdo funcional in vivo de parametros como estado redox, niveis de ATP,
célcio mitocondrial e mitofagia. Em conjunto, estas estratégias posicionam o
peixe-zebra como uma plataforma translacional estratégica para a validagao
funcional de variantes e para o avango da medicina de precisdo nas DM.

_Abstract

Mitochondrial diseases (MD) comprise a heterogeneous group of inherited
metabolic disorders resulting from impaired cellular energy production,
caused by alterations in either mitochondrial DNA or nuclear. Their genetic
complexity, combined with marked clinical variability, represents significant
diagnostic challenges, particularly due to the frequent identification of
variants of unknown significance. Zebrafish (Danio rerio) has emerged as a
highly important vertebrate model for the study of mitochondrial biology,
owing to its strong genetic conservation with humans, external embryonic
development, larval transparency, and amenability to genetic manipulation.
The application of genome editing tools, including ZFNs, TALENS, CRISPR-Cas9,
and mitochondrial base editing systems such as DJCBE, enables precise
modelling of pathogenic variants. In parallel, gene-silencing strategies,

including morpholinos and chimeras directed to the mitochondrial genome,
allow transient and specific modulation of gene expression. The integration
of these approaches with bioenergetic assessment methodologies and mito-
chondria-targeted transgenic reporter lines enables real-time in vivo functio-
nal monitoring of parameters such as redox state, ATP levels, mitochondrial
calcium, and mitophagy. Collectively, these strategies position zebrafish as
a strategic translational platform for functional variant validation and for
advancing precision medicine in MD.

_Doencgas mitocondriais

As mitocondrias sdo organelos celulares dindmicos, presen-
tes no citoplasma das células eucaridticas, onde desempe-
nham um papel fundamental na producéo de energia, sendo
a fosforilagao oxidativa (OXPHQOS) responsavel pela produgao
de aproximadamente 90% do ATP celular. No entanto, coorde-
nam também multiplas vias metabdlicas essenciais, como 0
ciclo dos acidos tricarboxilicos, a oxidagao dos acidos gordos,
a cetogénese, o ciclo da ureia e a gluconeogénese (1),

As Doengas mitocondriais (DM) integram um grupo hetero-
géneo de doencas hereditarias do metabolismo (DHM), ca-
racterizadas pela deficiéncia na producao de ATP através
da OXPHOS. Estas doencas raras podem surgir em qual-
quer idade, sendo mais frequentes em criangas, e podem
ser causadas por defeitos genéticos quer no DNA mitocon-
drial (mtDNA) quer no DNA nuclear (nDNA), afetando predo-
minantemente tecidos com elevada exigéncia energética,
como o cérebro, o coragdo e o musculo esquelético (2),

35



Observagées_ Boletim Epidemioldgico

‘ , MS(‘J:‘urQiNaCi
Doutor R

Estima-se que estas doencas afetem aproximadamente 1 em
cada 5000 individuos, tornando-as numa das formas mais
comuns de DHM (3). Doentes com mutagées no nDNA apre-
sentam tipicamente maior morbidade e mortalidade do que
aqueles com mutagdes no mtDNA, e frequentemente apre-
sentam manifestacdes clinicas mais precoces (nos primeiros
anos de vida), uma progressao mais rapida da doenca e uma
maior manifestacdo multissistémica (4). Por outro lado, as
mutagcdes no mtDNA manifestam-se frequentemente sob a
forma de heteroplasmia, ou seja, com coexisténcia de geno-
mas mitocondriais normais e mutados nas células do doente,
e cuja proporcao ditara a expresséo fenotipica e a gravidade
de doenga (5,

_DNA mitocondrial

O genoma mitocondrial humano é composto por uma mo-
lécula de DNA circular de cadeia dupla que totaliza 16569
pares de bases. Este genoma codifica 37 genes: 13 codifi-
cam proteinas fundamentais para a OXPHOS e integram os
complexos da cadeia respiratéria (I, Ill, IV e V), e 24 codifi-
cam proteinas dedicadas a maquinaria de sintese proteica:
22 RNAs de transferéncia (tRNAs) e 2 RNAs ribossémicos
(rRNAs) (figura 1) (6). Contudo, o funcionamento deste orga-
nelo depende fortemente do ndcleo, uma vez que cerca de
1500 proteinas mitocondriais s@o codificadas pelo genoma
nuclear e importadas para a mitocdndria apés a sua sintese
citoplasmatica (7).

Figura 1:
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_DNA nuclear

O nDNA desempenha um papel fundamental na biologia da
mitocdndria, uma vez que a grande maioria das proteinas ne-
cessarias ao funcionamento da mitocdndria séo codificadas
pelo genoma nuclear. Estas proteinas sao sintetizadas no ci-
tosol e posteriormente importadas para a mitocdndria através
de complexos translocadores especializados localizados nas
membranas mitocondriais externa e interna. Consequente-
mente, mutagdes nos genes nucleares podem comprometer
multiplos processos essenciais para a fungcdo mitocondrial,
sendo que, atualmente, mais de 400 genes nucleares foram
associados a DM (2), A maioria destas mutagbes segue um
padrdo de hereditariedade de Mendel, frequentemente autos-
sdémico recessivo, e tende a manifestar-se precocemente na
infancia (4).

_Potencial do peixe-zebra na investigagéo das doengas
mitocondriais

O zebrafish (Danio rerio) ¢ um modelo amplamente utilizado
no estudo da biologia mitocondrial, devido a elevada con-
servacao de proteinas mitocondriais em relagdo aos mamife-
ros (8). Andlises comparativas com o genoma de referéncia
humano indicam que cerca de 70% dos genes humanos en-
contram, pelo menos, um ortélogo correspondente no peixe-
-zebra. Para além desta relevancia genética, o peixe-zebra
oferece vantagens experimentais importantes, incluindo ele-

Estrutura da mitocéndria e organizagdo do genoma mitocondrial humano.
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vada fecundidade, rapido desenvolvimento e embrides trans-
parentes com desenvolvimento externo, caracteristicas que
facilitam estudos de imagem in vivo e a analise funcional da
mitocondria apés manipulagdo genética (9).

No entanto, ao contrario dos humanos e da maioria dos ver-
tebrados, cerca de 20% do genoma do peixe-zebra passou
por um evento de duplicagao, originando um ou mais parélo-
gos. Essa duplicacdo pode dar origem a mecanismos com-
pensatdrios apés modificagdes genéticas, o que por vezes
mascara fendtipos observaveis (10).

_Estratégias de manipulagéo genética em peixe-zebra

Atualmente, existem diversas abordagens de manipulacao
genética para estudos em peixe-zebra, que se dividem funda-
mentalmente entre a edicdo e o silenciamento (knockdown)
genético. A edigao genética visa a introducao de alteracoes
permanentes e hereditarias na sequéncia de DNA, sendo
ideal para a criagao de linhagens mutantes estaveis. Dentro
desta categoria, as nucleases de “dedos de zinco” (ZFNs)
e as nucleases efetoras do tipo ativador de transcricao (TA-
LENSs) utilizam a nuclease Fokl para cortar o DNA em locais
especificos, forcando a célula a ativar mecanismos de re-
paracdo que podem silenciar genes ou introduzir novas se-
quéncias (). Atualmente, a técnica de eleicdo para edicéo
genética é o CRISPR-Cas9 (Repeticdes Palindrémicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespacadas), onde ¢ utilizada
uma endonuclease (Cas9) em conjunto com uma molécula de
RNA guia (single-guide RNA: sgRNA) para introduzir quebras
no DNA. Esta simplicidade de design permite a edicdo efi-
ciente e simultanea de multiplos genes, com custos e tempo
de execucéo reduzidos (12),

Uma técnica emergente recorre a geragéo de mutantes FO
por CRISPR-Cas9, geralmente designados crispants. Esta
abordagem baseia-se na injecdo de trés ou mais sgRNAs,
promovendo a formacao de alelos de perda de fungéo em
mosaico na geracdo FO. As consequéncias fenotipicas
dessas alteracbes podem ser analisadas diretamente nos
primeiros dias dos embrides injetados, constituindo uma al-
ternativa eficaz a utilizacao de morfolinos (MOs), enquanto
n&o sao estabelecidas linhas estaveis (13.14),

Por outro lado, o silenciamento genético atua ao nivel do RNA
e reduz apenas temporariamente a expressdo proteica, sem
alterar a sequencia genética original. Uma das técnicas é a in-
terferéncia de RNA (RNAI), que utiliza short interfering RNAs
(siRNAs) ou short hairpin RNAs (shRNAs) para degradar o
mRNA alvo ou reprimir a sua traducao. Contudo, a aplicacao
de RNAi em embrides de zebrafish tem demonstrado efica-
cia limitada e alta variabilidade fenotipica quando comparada
com outros modelos animais, devido a dificuldades de toxi-
cidade inespecifica (15). Em contrapartida os MOs permane-
cem como uma ferramenta de referéncia para o silenciamento
temporario. S&o analogos sintéticos de acidos nucleicos que
se ligam ao RNA mensageiro alvo, bloqueando a expressao
dessa mesma sequéncia (18). Apesar de serem necessarios
controlos rigorosos para verificar a toxicidade nao especifica,
a sua utilizacéo é particularmente vantajosa para estudos do
desenvolvimento embriondrio inicial ou a criagdo de modelos
cujas técnicas de edigao genética resultam em letalidade em-
brionaria (7).

_Manipulagéo e andlise funcional do genoma mitocondrial

Para direcionar mutagdes ao mtDNA s&o necessarias estra-
tégias especiais, uma vez que as mitocondrias sdo constitui-
das por uma membrana dupla, que é impermeéavel a maioria
dos acidos nucleicos exégenos, inviabilizando técnicas como
0 CRISPR-Cas9 ou silenciamento genético convencional.
Assim, para garantir a entrada na matriz mitocondrial, tanto
as técnicas mt-ZFNs como as mito-TALENs utilizam sequén-
cias com péptidos de direcionamento mitocondrial. No caso
especifico das mtZFNs, é ainda necessaria a adi¢cdo de um
sinal de exportacdo nuclear para impedir que estas atuem no
ntcleo da célula (18). Estudos demonstram que ambas as téc-
nicas sao eficazes na alteracao da heteroplasmia do mtDNA,
resultando na recuperacao fisiolégica das células (19).

Atendendo as limitacbes do CRISPR-Cas9 na edicao do
genoma mitocondrial e ao caracter destrutivo das abordagens
baseadas em ZFNs e TALENS, foi desenvolvida uma estratégia
de edigao genética sem inducao de quebras de dupla cadeia.
Este sistema, designado DdCBE (DddA-derived cytosine
base editor), baseia-se numa citidina desaminase bacteriana
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(DddA) dividida em duas subunidades inativas, fundidas a
proteinas TALE, que recuperam atividade apenas apos liga-
¢ao a sequéncia alvo, permitindo a conversdo especifica de
citosinas em timinas (29). Desenvolvimentos recentes aumen-
taram a eficiéncia e alargaram o espectro de sequéncias
editaveis, possibilitando a modulagéo precisa e o estudo fun-
cional de um conjunto mais amplo de variantes patogénicas
mitocondriais (21),

Tabela 1:
A Aplicacédo em
T Al P
écnica VO ermanente e
ZFNs DNA Sim mtZFNs
TALENs DNA Sim Mito-TALENs
CRISPR- . -
Cas9 DNA Sim Né&o
CR!SPR FO DNA Sim NZo
(crispants) (mosaico)
RNAI RNA Nao Né&o
Morfolinos RNA Nao pCox4-MO
DdCBE DNA Sim Sim
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Mais recentemente, foram desenvolvidas as quimeras de pep-
tideo-MO direcionadas as mitocondrias (pCox4-MO), sendo
concebidas para permitir o silenciamento especifico e rever-
sivel da expressao de genes codificados pelo mtDNA. Estas
quimeras combinam um MO com uma sequéncia peptidica de
direcdo mitocondrial, possibilitando a sua importacdo para a
mitocondria e 0 bloqueio seletivo da traducdo de mRNAs mi-
tocondriais (22),

Todas as técnicas de manipulagdo genética anteriormente

descritas estdo resumidas na tabela 1.

Vantagens

Tamanho compacto;

Comparagéo entre técnicas de manipulagéo genética no peixe-zebra.

Limitagoes

Alto risco de off-targets;

Referéncias

Facil entrega via Complexidade no design (18)
vetores virais das proteinas
Alta especificidade Alto custo; Construcao
de edicéo e dificil e complexa; (18)
flexibilidade de alvos = 'amanho molecular
grande.
Necessidade da
sequéncia PAM
Simples, baixo custo | (protospacer adjacent (12)
e eficiente motif); Tempo prolongado
para obtengéo de linhas
estaveis homozigoticas
Avaliacdo fenotioi Mosaicismo; Variabilidade
/val(;a?agl enotipica ' fenotipica; Possiveis 1
lr,ai' 8 |sp<:psav mecanismos (14)
inhagens estaveis compensatorios
. , Alta variabilidade
Silenciamento . ey
) o fenotipica; Toxicidade (15)
pos-transcricional . e
inespecifica
Reversivel; Rapido
estabelecimento de . s
) : Efeito transitorio;
modelos; Blogueio . (22,23)
~ Toxicidade off-target
de tradugao ou
splicing
Edicdo precisa, sem Limitado a conversdes
quebras de dupla CeG — TeA; Dependéncia (21)

cadeia;
Alta eficiéncia

de contexto de sequéncia
(motivo 5’-TC-3’)
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_Validagéo funcional de variantes de significado incerto

A utilizag@o crescente de tecnologias de sequenciagdo de nova
geracao (NGS) conduziu a identificacédo de um numero signifi-
cativo de variantes de significado incerto (VUS), cuja patoge-
nicidade nao pode ser determinada apenas com estudos em
bases de dados bioinformaticas ou populacionais. Neste con-
texto, modelos experimentais tornam-se fundamentais para
estabelecer uma ligagao causal entre a variante genética e o
fendtipo observado (2). Através de ensaios de resgate genéti-
o in vivo, com o peixe-zebra, torna-se possivel introduzir va-
riantes humanas em embrides geneticamente modificados,
permitindo determinar, de forma precisa, a patogenicidade
ou benignidade de variantes especificas suportando posterior-
mente a deciséo clinica (24). Nestes ensaios, apds induzirmos a
perda de fungcao de um gene com MO, injetamos nos embrides
o mRNA normal desse gene humano. E crucial que estas mi-
croinjecdes ocorram nos estagios iniciais (1 a 2 células) e que a
avaliacao fenotipica seja feita até as 48 horas pos-fertilizacéo,
devido a degradacao natural do mRNA e a diminuicao da pro-
teina ao longo do desenvolvimento. Se o fendtipo normal for
restaurado, confirmamos que a alteracdo observada foi devida
especificamente a deficiéncia do gene em estudo. De seguida,
testamos a variante identificada no doente, e se ndo se verificar

Figura 2:
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a recuperacao do fendtipo normal, ou se, pelo contrario, se ve-
rificar um ganho de fungéo tdxica, confirma-se o impacto fun-
cional dessa variante. Esta evidéncia de disfungao fenotipica é
crucial para fundamentar a classificagao da VUS como patogé-
nica. Complementarmente, podem-se também realizar ensaios
ao nivel da proteina para aumentar a fiabilidade dos resultados
e validar o impacto funcional da VUS (figura 2) (25),

_Avaliagéo da fungdo mitocondrial in vivo

Para validar o impacto funcional das manipulagdes descritas
¢ crucial quantificar o metabolismo mitocondrial in vivo. Em
peixe-zebra, esta avaliagdo recorre frequentemente a duas
tecnologias complementares. A andlise de fluxo extracelular
(Seahorse XF) permite medir, em tempo real, 0 consumo de
oxigénio e a produgao de ATP, assim como parametros deri-
vados como a capacidade respiratoria maxima, a taxa de fuga
de protdes e a capacidade respiratéria de reserva (26). Por
outro lado, a respirometria de alta resolucao (Oroboros O2k)
possibilita uma caracterizagao bioquimica detalhada, isolando
a atividade dos diferentes complexos da cadeia respiratoria e
identificando quais sao responsaveis pelas alteracdes patold-
gicas observadas. A combinagao destas abordagens fornece
uma visao funcional abrangente, conectando alteragcdes bioe-
nergéticas a fendtipos especificos (27).

Estratégia experimental para a validagao funcional de VUS em peixe-zebra.
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Esquema representativo das etapas de clonagem molecular, sintese de mRNA in vitro e microinjecdo em embrides de peixe-zebra,
seguido da avaliagdo fenotipica. A andlise do resgate funcional permite distinguir variantes benignas, variantes patogénicas por perda
de funcéo e variantes patogénicas associadas a ganho de funcao téxica, podendo ser complementada por andlises proteicas.
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_Linhas transgénicas reporter para monitorizagdo mitocon-
drial in vivo

Para além das abordagens bioquimicas, o peixe-zebra permite
a utilizacao de linhas transgénicas reporter direcionadas a mi-
tocondria, possibilitando a monotorizacao dindmica dos para-
metros funcionais em tempo real. Estes sistemas baseiam-se
na expressao de proteinas fluorescentes em fusao com outras
proteinas mitocondriais, permitindo avaliar diretamente o
estado redox, a producao de ATP, a dinamica mitocondrial ou
0 calcio intramitocondrial. Entre os exemplos mais utilizados
destaca-se a linha mito-roGFP2, sensivel ao estado redox mi-
tocondrial e que permite monitorizar alteragdes na relagéo glu-
tationa reduzida/oxidada (28). A linha Mit-ATeam possibilita a
quantificag@o da concentracdo de ATP na matriz mitocondrial
(29) enquanto que linhas Mito-GFP permitem a visualizagéo
da morfologia e dinamica da rede mitocondrial (fusao/fisséo)
(30). Adicionalmente, a linha MTS-Kaede & Util para estudar ao
longo do tempo a dindmica mitocondrial do transporte axonal
de subpopulacdes mitocondriais especificas, uma abordagem
importante na investigacéo de neuropatias periféricas (1), Por
sua vez, linhas como as mito-GA possibilitam ainda a monito-
rizacdo do calcio mitocondrial, parametro critico na sinaliza-
cao celular e na fisiopatologia neuronal (32). Por dltimo, a linha
mito-Keima constitui uma ferramenta robusta para o estudo
da mitofagia, uma vez que altera o seu espetro de excitagdo
consoante o pH, e permite distinguir mitocondrias funcionais
de mitocondrias em processo de degradagéo lisossomal (33).

_Do modelo experimental a medicina de precisdo

A versatilidade do modelo de peixe-zebra impulsionou avan-
cos significativos na recapitulagao de fendtipos clinicos
complexos associados as DM. A transparéncia embrionéria,
aliada a uma elevada conservacgao genética, facilita o estudo
de patologias como a Atrofia Otica Dominante, especifica-
mente através da modelacdo da disfuncdo mitocondrial no
gene opal (34) ¢ de neuropatias periféricas, como a doenga
de Charcot-Marie-Tooth (35). Adicionalmente, o modelo tem
sido crucial na investigac@o de cardiomiopatias e defeitos na
eritropoiese, correlacionando falhas na sintese do heme com

nimero

perturbagdes na fosforilagdo oxidativa (8). Esta capacidade
de mimetizar mecanismos patoldgicos complexos posiciona
0 peixe-zebra como um aliado indispensavel numa era domi-
nada pela NGS.

_Conclusédo

As mitocondrias sao pilares vitais da homeostase celular, cuja
disfuncao resulta em patologias graves e por vezes fatais, nao
existindo ainda terapias eficazes para a maioria dos casos.

A utilizacdo do peixe-zebra como modelo bioldgico, aliada ao
desenvolvimento de tecnologias de edicao genética, facilita o
acesso a medicina de precisao.

Esta sinergia entre 0 modelo animal e a edicdo genética avan-
cada é fundamental para transformar diagnésticos incertos
em terapias personalizadas, abrindo um caminho promissor
para o tratamento das DM.
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