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      _Resumo

As doenças mitocondriais (DM) constituem um grupo heterogéneo de doenças 

hereditárias do metabolismo resultantes de uma deficiente produção de ener-

gia causada por mutações no DNA mitocondrial ou nuclear. A sua complexida-

de genética, aliada à marcada variabilidade clínica, representa um desafio ao 

diagnóstico definitivo, sobretudo face à identificação frequente de variantes 

de significado incerto. O peixe-zebra (Danio rerio) surgiu como um modelo ver-

tebrado de elevada relevância para o estudo da biologia mitocondrial, devido 

à sua conservação genética com o ser humano, desenvolvimento embrionário 

externo, transparência larvar e facilidade de manipulação genética. A aplicação 

de ferramentas de edição genética, como ZFNs, TALENs, CRISPR-Cas9 e sis-

temas de edição de base mitocondrial como o DdCBE, permite a modelação 

precisa de variantes patogénicas. Paralelamente, estratégias de silenciamen-

to genético, incluindo morfolinos e quimeras direcionadas ao genoma mitocon-

drial, possibilitam a modulação temporária e específica da expressão genética. 

A integração destas abordagens com metodologias de avaliação bioenergética 

e com linhas transgénicas reporter direcionadas à mitocôndria permite a moni-

torização funcional in vivo de parâmetros como estado redox, níveis de ATP, 

cálcio mitocondrial e mitofagia. Em conjunto, estas estratégias posicionam o 

peixe-zebra como uma plataforma translacional estratégica para a validação 

funcional de variantes e para o avanço da medicina de precisão nas DM.

      
      _Abstract

Mitochondria l d iseases (MD) comprise a heterogeneous group of inherited 

metabol ic d isorders result ing from impaired cel lu lar energy production, 

caused by alterations in either mitochondria l DNA or nuclear. Thei r genetic 

complexity, combined with marked cl in ical variabi l i ty, represents signif icant 

d iagnostic chal lenges, par ticular ly due to the frequent identif ication of 

variants of unknown signif icance. Zebrafish (Danio rer io) has emerged as a 

highly important ver tebrate model for the study of mitochondria l b iology, 

owing to its strong genetic conservation with humans, external embryonic 

development, larval transparency, and amenabi l i ty to genetic manipulation. 

The appl ication of genome edit ing tools , including ZFNs, TALENs, CRISPR-Cas9, 

and mitochondria l base edit ing systems such as DdCBE, enables precise 

model l ing of pathogenic variants. In paral lel , gene-si lencing strategies, 

including morphol inos and chimeras di rected to the mitochondria l genome, 

al low transient and specif ic modulation of gene expression. The integration 

of these approaches with bioenergetic assessment methodologies and mito-

chondria-targeted transgenic repor ter l ines enables real-t ime in vivo functio-

nal monitor ing of parameters such as redox state, ATP levels, mitochondria l 

calcium, and mitophagy. Col lectively, these strategies posit ion zebrafish as 

a strategic translational plat form for functional variant val idation and for 

advancing precision medicine in MD.

_Doenças mitocondriais

As mitocôndrias são organelos celulares dinâmicos, presen-

tes no citoplasma das células eucarióticas, onde desempe-

nham um papel fundamental na produção de energia, sendo 

a fosforilação oxidativa (OXPHOS) responsável pela produção 

de aproximadamente 90% do ATP celular. No entanto, coorde-

nam também múltiplas vias metabólicas essenciais, como o 

ciclo dos ácidos tricarboxílicos, a oxidação dos ácidos gordos, 

a cetogénese, o ciclo da ureia e a gluconeogénese (1).

As Doenças mitocondriais (DM) integram um grupo hetero-

géneo de doenças hereditár ias do metabol ismo (DHM), ca-

racter izadas pela def iciência na produção de ATP através 

da OXPHOS. Estas doenças raras podem surgir em qual-

quer idade, sendo mais frequentes em cr ianças, e podem 

ser causadas por defeitos genéticos quer no DNA mitocon-

dr ial (mtDNA) quer no DNA nuclear (nDNA), afetando predo-

minantemente tecidos com elevada exigência energética, 

como o cérebro, o coração e o músculo esquelético (2). 

_ 
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Estima-se que estas doenças afetem aproximadamente 1 em 

cada 5000 indivíduos, tornando-as numa das formas mais 

comuns de DHM (3). Doentes com mutações no nDNA apre-

sentam tipicamente maior morbidade e mortalidade do que 

aqueles com mutações no mtDNA, e frequentemente apre-

sentam manifestações clínicas mais precoces (nos primeiros 

anos de vida), uma progressão mais rápida da doença e uma 

maior manifestação multissistémica (4). Por outro lado, as 

mutações no mtDNA manifestam-se frequentemente sob a 

forma de heteroplasmia, ou seja, com coexistência de geno-

mas mitocondriais normais e mutados nas células do doente, 

e cuja proporção ditará a expressão fenotípica e a gravidade 

de doença (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 codif ica 37 genes: 13 codif i-

cam proteínas fundamentais para a OXPHOS e integram os 

complexos da cadeia respiratória (I, II I, IV e V ), e 24 codif i-

cam proteínas dedicadas à maquinaria de síntese proteica: 

22 RNAs de transferência (tRNAs) e 2 RNAs ribossómicos 

(rRNAs) (figura 1) (6). Contudo, o funcionamento deste orga-

nelo depende for temente do núcleo, uma vez que cerca de 

1500 proteínas mitocondriais são codif icadas pelo genoma 

nuclear e importadas para a mitocôndria após a sua síntese 

citoplasmática (7).

_DNA nuclear

O nDNA desempenha um papel fundamental na biologia da 

mitocôndria, uma vez que a grande maioria das proteínas ne-

cessárias ao funcionamento da mitocôndria são codificadas 

pelo genoma nuclear. Estas proteínas são sintetizadas no ci-

tosol e posteriormente importadas para a mitocôndria através 

de complexos translocadores especializados localizados nas 

membranas mitocondriais externa e interna. Consequente-

mente, mutações nos genes nucleares podem comprometer 

múltiplos processos essenciais para a função mitocondrial, 

sendo que, atualmente, mais de 400 genes nucleares foram 

associados a DM (2). A maioria destas mutações segue um 

padrão de hereditariedade de Mendel, frequentemente autos-

sómico recessivo, e tende a manifestar-se precocemente na 

infância (4).

_Potencial do peixe-zebra na investigação das doenças 

mitocondriais

O zebrafish (Danio rerio) é um modelo amplamente util izado 

no estudo da biologia mitocondrial, devido à elevada con-

servação de proteínas mitocondriais em relação aos mamífe-

ros (8). Análises comparativas com o genoma de referência 

humano indicam que cerca de 70% dos genes humanos en-

contram, pelo menos, um ortólogo correspondente no peixe-

-zebra. Para além desta relevância genética, o peixe-zebra 

oferece vantagens experimentais importantes, incluindo ele-
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Figura 1:       Estrutura da mitocôndria e organização do genoma mitocondrial humano. 
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vada fecundidade, rápido desenvolvimento e embriões trans-

parentes com desenvolvimento externo, características que 

facilitam estudos de imagem in vivo e a análise funcional da 

mitocôndria após manipulação genética (9).

No entanto, ao contrário dos humanos e da maioria dos ver-

tebrados, cerca de 20% do genoma do peixe-zebra passou 

por um evento de duplicação, originando um ou mais parálo-

gos. Essa duplicação pode dar origem a mecanismos com-

pensatórios após modif icações genéticas, o que por vezes 

mascara fenótipos observáveis (10).

_Estratégias de manipulação genética em peixe-zebra

Atualmente, existem diversas abordagens de manipulação 

genética para estudos em peixe-zebra, que se dividem funda-

mentalmente entre a edição e o silenciamento (knockdown) 

genético. A edição genética visa a introdução de alterações 

permanentes e hereditárias na sequência de DNA, sendo 

ideal para a criação de linhagens mutantes estáveis. Dentro 

desta categoria, as nucleases de “dedos de zinco” (ZFNs) 

e as nucleases efetoras do tipo ativador de transcrição (TA-

LENs) utilizam a nuclease FokI para cortar o DNA em locais 

específicos, forçando a célula a ativar mecanismos de re-

paração que podem silenciar genes ou introduzir novas se-

quências  (11). Atualmente, a técnica de eleição para edição 

genética é o CRISPR-Cas9 (Repetições Palindrómicas Curtas 

Agrupadas e Regularmente Interespaçadas), onde é 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 edição efi-

ciente e simultânea de múltiplos genes, com custos e tempo 

de execução reduzidos (12).

Uma técnica emergente recorre à geração de mutantes F0 

por CRISPR–Cas9, geralmente designados crispants. Esta 

abordagem baseia-se na injeção de três ou mais sgRNAs, 

promovendo a formação de alelos de perda de função em 

mosaico na geração F0. As consequências fenotípicas 

dessas alterações podem ser analisadas diretamente nos 

primeiros dias dos embriões injetados, constituindo uma al-

ternativa ef icaz à uti l ização de mor fol inos (MOs), enquanto 

não são estabelecidas l inhas estáveis (13,14).

Por outro lado, o silenciamento genético atua ao nível do RNA 

e reduz apenas temporariamente a expressão proteica, sem 

alterar a sequencia genética original. Uma das técnicas é a in-

terferência de RNA (RNAi), que utiliza short interfering RNAs 

(siRNAs) ou short hairpin RNAs (shRNAs) para degradar o 

mRNA alvo ou reprimir a sua tradução. Contudo, a aplicação 

de RNAi em embriões de zebrafish tem demonstrado eficá-

cia limitada e alta variabilidade fenotípica quando comparada 

com outros modelos animais, devido a dificuldades de toxi-

cidade inespecífica (15). Em contrapartida os MOs permane-

cem como uma ferramenta de referência para o silenciamento 

temporário. São análogos sintéticos de ácidos nucleicos que 

se ligam ao RNA mensageiro alvo, bloqueando a expressão 

dessa mesma sequência (16). Apesar de serem necessários 

controlos rigorosos para verificar a toxicidade não específica, 

a sua utilização é particularmente vantajosa para estudos do 

desenvolvimento embrionário inicial ou a criação de modelos 

cujas técnicas de edição genética resultam em letalidade em-

brionária (17).

_Manipulação e análise funcional do genoma mitocondrial

Para direcionar mutações ao mtDNA são necessárias estra-

tégias especiais, uma vez que as mitocôndrias são constituí-

das por uma membrana dupla, que é impermeável à maioria 

dos ácidos nucleicos exógenos, inviabilizando técnicas como 

o CRISPR-Cas9 ou silenciamento genético convencional. 

Assim, para garantir a entrada na matriz mitocondrial, tanto 

as técnicas mt-ZFNs como as mito-TALENs utilizam sequên-

cias com péptidos de direcionamento mitocondrial. No caso 

específico das mtZFNs, é ainda necessária a adição de um 

sinal de exportação nuclear para impedir que estas atuem no 

núcleo da célula (18). Estudos demonstram que ambas as téc-

nicas são eficazes na alteração da heteroplasmia do mtDNA, 

resultando na recuperação fisiológica das células (19).

Atendendo às limitações do CRISPR-Cas9 na edição do 

genoma mitocondrial e ao carácter destrutivo das abordagens 

baseadas em ZFNs e TALENs, foi desenvolvida uma estratégia 

de edição genética sem indução 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 

proteínas TALE, que recuperam atividade apenas após liga-

ção à sequência alvo, permitindo a conversão específ ica de 

citosinas em timinas (20). Desenvolvimentos recentes aumen-

taram a eficiência e alargaram o espectro de sequências 

editáveis, possibilitando a modulação precisa e o estudo fun-

cional de um conjunto mais amplo de variantes patogénicas 

mitocondriais (21).

Mais recentemente, foram desenvolvidas as quimeras de pep-

tídeo-MO direcionadas às mitocôndrias (pCox4-MO), sendo 

concebidas para permitir o silenciamento específico e rever-

sível da expressão de genes codificados pelo mtDNA. Estas 

quimeras combinam um MO com uma sequência peptídica de 

direção mitocondrial, possibilitando a sua importação para a 

mitocôndria e o bloqueio seletivo da tradução de mRNAs mi-

tocondriais (22).

Todas as técnicas de manipulação genética anter iormente 

descr itas estão resumidas na tabela 1.
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Tabela 1:       Comparação entre técnicas de manipulação genética no peixe-zebra.

Técnica ReferênciasAlvo Permanente Vantagens LimitaçõesAplicação em 
mtDNA

Tamanho compacto; 
Fáci l  entrega via 
vetores virais

Alto r isco de off-targets ;  
Complexidade no design  
das proteínas

Alta especif icidade 
de edição e 
f lexibi l idade de alvos

Mito-TALENs

Não

NãoDNA

Não

Sim

pCox4-MO

mtZFNs

Sim

Sim

Sim
(mosaico)

Não

Não

Sim

Sim

DNA

DNA

RNA

RNA

DNA

DNA

TALENs

CRISPR-
Cas9

CRISPR F0
(crispants )

RNAi

Morfol inos

DdCBE

ZFNs

Alto custo; Construção 
dif íc i l  e complexa; 
Tamanho molecular 
grande.

Simples, baixo custo 
e ef iciente

Necessidade da 
sequência PAM 
(protospacer adjacent  
motif ) ;  Tempo prolongado 
para obtenção de l inhas 
estáveis homozigóticas

Aval iação fenotípica 
rápida; Dispensa 
l inhagens estáveis

Mosaicismo; Variabi l idade 
fenotípica; Possíveis 
mecanismos 
compensatórios

Si lenciamento 
pós-transcricional

Alta variabi l idade 
fenotípica; Toxicidade 
inespecíf ica

Reversível; Rápido 
estabelecimento de 
modelos; Bloqueio 
de tradução ou 
spl icing

Efeito transitór io; 
Toxicidade off-target

Edição precisa, sem 
quebras de dupla 
cadeia; 
Alta ef iciência

Limitado a conversões 
C•G →  T•A; Dependência 
de contexto de sequência 
(motivo 5’-TC-3’)

(18)

(18)

(12)

(14)

(15)

(21)

(22,23)
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_Validação funcional de variantes de significado incerto

A utilização crescente de tecnologias de sequenciação de nova 

geração (NGS) conduziu à identificação de um número signifi-

cativo de variantes de significado incerto (VUS), cuja patoge-

nicidade não pode ser determinada apenas com estudos em 

bases de dados bioinformáticas ou populacionais. Neste con-

texto, modelos experimentais tornam-se fundamentais para 

estabelecer uma ligação causal entre a variante genética e o 

fenótipo observado (2). Através de ensaios de resgate genéti-

co in vivo, com o peixe-zebra, torna-se possível introduzir va-

riantes humanas em embriões geneticamente modificados, 

permitindo determinar, de forma precisa, a patogenicidade 

ou benignidade de variantes específicas suportando posterior-

mente a decisão clínica (24). Nestes ensaios, após induzirmos a 

perda de função de um gene com MO, injetamos nos embriões 

o mRNA normal desse gene humano. É crucial que estas mi-

croinjeções ocorram nos estágios iniciais (1 a 2 células) e que a 

avaliação fenotípica seja feita até às 48 horas pós-fertilização, 

devido à degradação natural do mRNA e à diminuição da pro-

teína ao longo do desenvolvimento. Se o fenótipo normal for 

restaurado, confirmamos que a alteração observada foi devida 

especificamente à deficiência do gene em estudo. De seguida, 

testamos a variante identificada no doente, e se não se verificar 

a recuperação do fenótipo normal, ou se, pelo contrário, se ve-

rificar um ganho de função tóxica, confirma-se o impacto fun-

cional dessa variante. Esta evidência de disfunção fenotípica é 

crucial para fundamentar a classificação da VUS como patogé-

nica. Complementarmente, podem-se também realizar ensaios 

ao nível da proteína para aumentar a fiabilidade dos resultados 

e validar o impacto funcional da VUS (figura 2) (25).

_Avaliação da função mitocondrial in vivo

Para validar o impacto funcional das manipulações descritas 

é crucial quantificar o metabolismo mitocondrial in vivo. Em 

peixe-zebra, esta avaliação recorre frequentemente a duas 

tecnologias complementares. A análise de fluxo extracelular 

(Seahorse XF) permite medir, em tempo real, o consumo de 

oxigénio e a produção de ATP, assim como parâmetros deri-

vados como a capacidade respiratória máxima, a taxa de fuga 

de protões e a capacidade respiratória de reserva (26). Por 

outro lado, a respirometria de alta resolução (Oroboros O2k) 

possibilita uma caracterização bioquímica detalhada, isolando 

a atividade dos diferentes complexos da cadeia respiratória e 

identificando quais são responsáveis pelas alterações patoló-

gicas observadas. A combinação destas abordagens fornece 

uma visão funcional abrangente, conectando alterações bioe-

nergéticas a fenótipos específicos (27).
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Figura 2:       Estratégia experimental para a validação funcional de VUS em peixe-zebra. 

Esquema representativo das etapas de clonagem molecular, síntese de mRNA in vitro e microinjeção em embriões de peixe-zebra, 
seguido da avaliação fenotípica. A análise do resgate funcional permite distinguir variantes benignas, variantes patogénicas por perda 
de função e variantes patogénicas associadas a ganho de função tóxica, podendo ser complementada por análises proteicas.
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_Linhas transgénicas reporter para monitorização mitocon-

drial in vivo

Para além das abordagens bioquímicas, o peixe-zebra permite 

a utilização de linhas transgénicas reporter direcionadas à mi-

tocôndria, possibilitando a monotorização dinâmica dos parâ-

metros funcionais em tempo real. Estes sistemas baseiam-se 

na expressão de proteínas fluorescentes em fusão com outras 

proteínas mitocondriais, permitindo avaliar diretamente o 

estado redox, a produção de ATP, a dinâmica mitocondrial ou 

o cálcio intramitocondrial. Entre os exemplos mais utilizados 

destaca-se a linha mito-roGFP2, sensível ao estado redox mi-

tocondrial e que permite monitorizar alterações na relação glu-

tationa reduzida/oxidada (28). A linha Mit-ATeam possibilita a 

quantificação da concentração de ATP na matriz mitocondrial 
(29), enquanto que linhas Mito-GFP permitem a visualização 

da morfologia e dinâmica da rede mitocondrial (fusão/fissão) 
(30). Adicionalmente, a linha MTS-Kaede é útil para estudar ao 

longo do tempo a dinâmica mitocondrial do transporte axonal 

de subpopulações mitocondriais específicas, uma abordagem 

importante na investigação de neuropatias periféricas (31). Por 

sua vez, linhas como as mito-GA possibilitam ainda a monito-

rização do cálcio mitocondrial, parâmetro crítico na sinaliza-

ção celular e na fisiopatologia neuronal (32). Por último, a linha 

mito-Keima constitui uma ferramenta robusta para o estudo 

da mitofagia, uma vez que altera o seu espetro de excitação 

consoante o pH, e permite distinguir mitocôndrias funcionais 

de mitocôndrias em processo de degradação lisossomal (33).

_Do modelo experimental à medicina de precisão

A versatil idade do modelo de peixe-zebra impulsionou avan-

ços signif icativos na recapitulação de fenótipos clínicos 

complexos associados às DM. A transparência embrionária, 

aliada a uma elevada conservação genética, facil ita o estudo 

de patologias como a Atrofia Ótica Dominante, especif ica-

mente através da modelação da disfunção mitocondrial no 

gene opa1 (34), e de neuropatias periféricas, como a doença 

de Charcot-Marie-Tooth (35). Adicionalmente, o modelo tem 

sido crucial na investigação de cardiomiopatias e defeitos na 

eritropoiese, correlacionando falhas na síntese do heme com 

perturbações na fosforilação oxidativa (8). Esta capacidade 

de mimetizar mecanismos patológicos complexos posiciona 

o peixe-zebra como um aliado indispensável numa era domi-

nada pela NGS.

_Conclusão

As mitocôndrias são pilares vitais da homeostase celular, cuja 

disfunção resulta em patologias graves e por vezes fatais, não 

existindo ainda terapias eficazes para a maioria dos casos.

A utilização do peixe-zebra como modelo biológico, aliada ao 

desenvolvimento de tecnologias de edição genética, facilita o 

acesso à medicina de precisão.

Esta sinergia entre o modelo animal e a edição genética avan-

çada é fundamental para transformar diagnósticos incertos 

em terapias personalizadas, abrindo um caminho promissor 

para o tratamento das DM.
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