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Capitulo I: Introducao Geral

I.1. Aspectos evolutivos do cérebro humano moderno

Dentre as caracteristicas mais notaveis do Homo sapiens estéo as habilidades cognitivas,
sociais e comportamentais em comparacdo a outros animais, mamiferos ou ndo. Por este
motivo, ha muitas tentativas de delinear atributos morfoldgicos e fisioldgicos especificos do
cérebro humano moderno que poderiam ser responsaveis pela inegavel capacidade evolutiva de
adaptacdo e sobrevivéncia da espécie em relacdo aos hominideos ancestrais (HERCULANO-
HOUZEL, 2012; HOFMAN, 2014; MOLNAR et al., 2019; MASSIMO & LONG, 2022).

Um destes atributos morfolédgicos € o tamanho: os humanos tém um cérebro que é cerca
de oito vezes maior do que o esperado com base na relacdo das dimensdes corporais de um
mamifero mediano (HERCULANO-HOUZEL, 2012; DICKE & ROTH, 2016). Apesar disso,
0 maior cérebro do reino animal ndo pertence a nenhum primata, em termos absolutos ou
mesmo relativos ao tamanho do corpo. Em média, animais grandes apresentam cérebros
grandes, e animais pequenos, cérebros pequenos, cabendo a baleia cachalote (Physeter
macrocephalus) e ao elefante africano (Loxodonta africana) os cérebros de maior massa dentre
as espécies existentes (10 e 6 kg, respectivamente, em contraste a 1,4 kg do Homo sapiens).
Assim, no que diz respeito ao desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso central
(SNC), a expansdo e especializacdo do cérebro, em particular do neocértex, despontam como
0s maiores marcos da ordem Primata (HERCULANO-HOUZEL et al., 2007
MONTGOMERY et al., 2011; DICKE & ROTH, 2016; MORA-BERMUDEZ et al., 2016).

O neocdrtex corresponde, filogeneticamente, a por¢ao mais recente a evoluir no cérebro
como atualmente visto nos mamiferos existentes: a superficie externa dos hemisférios cerebrais,
com uma caracteristica organizacdo de seis camadas horizontais de células, compreendendo
80% do volume total do 6rgéo (Figura 1). E considerado nos humanos a principal estrutura
responsavel pelo repertorio de comportamentos e processamento de atividades cognitivas,
executivas e comunicativas da espécie, incluindo o desenvolvimento da linguagem e da
gramatica (RAKIC, 2009; KAAS, 2011; MOLNAR & POLLEN, 2014; DICKE & ROTH,
2016; KAAS, 2019).
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Figura 1. Representa¢do do neocortex humano.
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Em plano coronal, é possivel visualizar o manto externo de substincia cinzenta do cérebro com a
substancia branca subjacente. No detalhe a direita, a caracteristica organiza¢do em seis camadas
celulares do neocortex. Fonte: adaptado de BRONNER & HATTEN (2013); MASSIMO & LONG

(2022).

O neocortex € uma regido com cerca de 2.000 cm? de area de superficie e 3-5 mm de
espessura. Subjacente a essa organizacao estrutural, o cérebro humano apresenta 0 maior
namero de neurdnios corticais descrito no reino animal (cerca de 16 bilhdes), combinado a uma
alta capacidade de processamento de informacdes — garantida por rapida velocidade na
conducéo de estimulos nervosos e razoavel distancia interneuronal —, 0 que da ao neocortex o
papel crucial de pensamento, (auto)consciéncia, percepcdo, atencdo e memaria episodica no
Homo sapiens (KAAS, 2011; HOFMAN, 2014; MOLNAR & POLLEN, 2014; DICKE &
ROTH, 2016).

1.2. Desenvolvimento embrionario do cérebro

Para que desempenhe suas fungdes adequadamente, é fundamental que o neocortex
atinja tamanho e citoarquitetura apropriados. Em primatas e, mais marcantemente, em
humanos, o aumento significativo do volume cortical criou a necessidade de que o tecido se
dobrasse para acomodar toda a sua area de superficie, dando origem ao tipico padrao de giros
e sulcos do cérebro. Essa expansdo do volume cortical € creditada a diferencas na capacidade
proliferativa das células-tronco neuroprogenitoras (neural progenitor cells — NPCs), que
permanecem em divisdo por mais tempo no Homo sapiens antes de iniciarem a diferenciagéo
celular em comparacdo a outros primatas como o chimpanzé (HOFMAN, 2014; MORA-
BERMUDEZ et al., 2016; WILSCH-BRAUNINGER & HUTTNER, 2021).
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Assim, uma série de processos finamente orquestrados espacial e temporalmente precisa
ocorrer para que o cérebro — e, consequentemente, o cortex — atinja a morfologia, area de
superficie e volume esperados. Durante a embriogénese humana, por volta da 3% semana de
gestacdo, ocorre a gastrulacdo, quando sdo formados os trés folhetos germinativos primarios —
ectoderme, mesoderme e endoderme. Derivada da mesoderme se desenvolve a notocorda, a
haste celular que define o eixo primitivo do embrido e, dentre outras coisas, induz a formacéo
da placa neural pelo espessamento da ectoderme. Posteriormente, a invaginacdo dessa placa
neural origina o tubo neural, cerca de 22-24 dias pds-fertilizacdo, caracterizando o processo de
neurulagdo. Apds o fechamento do tubo neural, este se segmenta em vesiculas denominadas de
prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo e medula, que com o passar das semanas gestacionais
irdo se diferenciar nas estruturas finais que compdem o SNC (Figura 2) (SILBEREIS et al.,
2016; PENISSON et al., 2019).

Figura 2. Desenvolvimento embrionario do sistema nervoso central.

(a) Ectoderme Placa neural Ectoderme Placa neural Crista neural Somite  Crista neural Tubo neural
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Em (a), a formagao do tubo neural e em (b), sua segmentagio em vesiculas que posteriormente dardo origem
as estruturas finais do SNC. Fonte: adaptado de PURVES e al. (2001a, 2001b).

Para que a diferenciacdo das vesiculas primitivas ocorra, o tubo neural, que se inicia

como uma monocamada de tecido epitelial pseudoestratificado (neuroepitélio), passa por um
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intenso periodo de divisdo celular simétrica, isto €, com as duas células-filhas resultantes da
mitose tendo a mesma identidade. E neste momento que é constituido o pool de NPCs do
embrido, comecando o desenvolvimento do cortex a partir da regido anterior do tubo, o
prosencéfalo (GOTZ & HUTTNER, 2005; XING et al., 2021; YANG et al., 2021). Essa
acentuada proliferacdo celular transforma o neuroepitélio do cértex em formagéo em um tecido
com multiplas camadas, sendo a mais proxima ao limen do tubo denominada de zona
ventricular; acima dela, esta a zona subventricular, que se subdivide em interna e externa, entéo
a zona intermediaria, a placa cortical e a zona marginal. A partir da zona ventricular surge uma
populacdo transiente de células, a glia radial, com processos que se estendem através das
camadas até a placa cortical. Com o inicio e progressao da neurogénese (processo de formacao
de neurdnios), as divisdes celulares se tornam, em grande proporc¢édo, assimétricas ao invés de
simétricas, isto é, geram células-filhas de identidades diferentes entre si: uma glia radial e um
progenitor basal, que futuramente dara origem a neurénios, ou, mais raramente, diretamente um
neurbnio pos-mitdtico e uma glia radial. Os neurénios produzidos migram ao longo das
camadas por meio dos processos das células da glia radial até atingirem a placa cortical, onde
podem terminar a maturacdo e estender axonios e dendritos para iniciar a sinaptogénese e
mielinizacéo (Figura 3) (GOTZ & HUTTNER, 2005; PINSON et al., 2019; XING et al., 2021).

Entretanto, a alta complexidade do SNC n&o se deve somente ao nimero de células, mas
também a diversidade e quantidade de conexdes (BELGACEM et al., 2016). No neocortex
humano ja formado, a organizacdo de bilhdes de neurdnios excitatdrios e inibitorios que se
interconectam por meio de circuitos de comunicacdo de curtas e longas distancias permite a
coordenacdo das mais diversas respostas aos estimulos internos e externos. Essa complexa rede
de conexdes é considerada um dos principais alvos de atuacdo de processos evolutivos
relacionados as fungGes cognitivas superiores dos primatas, ja que alteragdes que perturbam a
homeostase neuronal podem resultar em fendtipos de relevancia médica (RAMOCKI &
ZOGHBI, 2008; HOFMAN, 2014; MOLNAR et al., 2019; MASSIMO & LONG, 2022).
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Figura 3. Representagdo das etapas da neurogénese humana.
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(a) Processo de geracdo e migracdo de células nervosas a partir da 122 semana gestacional, originando um tecido de maltiplas camadas. Posteriormente, a zona marginal
representara a camada I do neocdrtex, e a placa cortical, as camadas 11-V1. Ao lado esquerdo da figura, os estagios celulares envolvidos neste processo. (b) Esquematizacéo dos
processos de divisdo simétrica e assimétrica das células-tronco neuroprogenitoras sem [I] e com [11] progenitores basais como intermediarios na geracdo de neurénios. Fonte:
adaptado de GOTZ & HUTTNER, 2005; MOLNAR et al., 2019.
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1.3. Microcefalia

Dado o intrincado desenvolvimento do SNC, perturbacdes em qualquer etapa deste
processo levam a anormalidades cerebrais em humanos, como é o caso da microencefalia
(“cérebro pequeno”) — termo tradicionalmente usado de forma intercambiavel com
microcefalia (“cabeca pequena”), uma vez que a caixa craniana cresce para acompanhar o
aumento do volume do cérebro (GILMORE & WALSH, 2013; DEVAKUMAR et al., 2018).
Esta condicdo, considerada um defeito de proliferacdo, abundancia e funcionamento celular
(PINSON et al., 2019), é definida clinicamente pela reducdo do perimetro cefalico (PC) da
cabeca em pelo menos dois desvios padrdes (standard deviations — SD) da média, tendo como
parametro individuos de mesmo sexo e idade (BOONSAWAT et al., 2019). O PC segue um
padrdo normal de distribuicdo, estimando-se que a microcefalia acometa de 2-3% da populacéo
mundial, embora a maioria dos casos seja de pessoas higidas (WOODS & PARKER, 2013;
DEVAKUMAR et al., 2018). No entanto, por refletir volume cerebral, PCs inferiores servem
como importante fator de risco para atraso do desenvolvimento cognitivo e motor originado
por problemas de formacao do cérebro — especialmente do cortex. Dessa forma, a microcefalia
é um traco frequente em coortes de distdrbios de neurodesenvolvimento (neurodevelopmental
disorders — NDD), acometendo entre 15-41% dos pacientes investigados (WOODS, 2004,
HARRIS, 2015; MASIH et al., 2022).

O principal achado clinico associado a microcefalia € a deficiéncia intelectual (DI)
(GILMORE & WALSH, 2013; VON DER HAGEN et al., 2014). Considerada o disturbio de
desenvolvimento mais comum da espécie humana, € caracterizada pela limitacdo cognitiva e
do comportamento adaptativo devido a disfungdo ou aquisicdo mais lenta dos marcos de
desenvolvimento psicomotor (CHIURAZZI & PIROZZI, 2016; JANSEN et al., 2023). Néo é
possivel identificar uma correlacdo exata entre 0 grau de microcefalia e o desempenho
intelectual (BOONSAWAT et al., 2019), principalmente porque fatores adicionais, como
malformacdes cerebrais e epilepsia, sdo mais frequentes em associacdo a PCs menores e
contribuem para o prejuizo cognitivo (BOLDUC & SHEVELL, 2005; ABUELO, 2007;
DUERINCKX et al., 2021). No entanto, um estudo com 41 criangas de sete anos de idade
relatou uma tendéncia de associagdo entre o decréscimo do PC e diminui¢do do quociente de
inteligéncia (QI, um dos testes usados para diagnostico de DI, cuja media populacional é
definida como 100): dentre o grupo com PC de -2 a -3 SD, 86% tinham QI > 100, enquanto
10% tinham QI < 70. Com valores de PC < -3 SD, nenhuma crianga apresentava QI > 100 e

51% estavam < 70 (DOLK, 1991). Assim, alguns autores fazem a distin¢do entre microcefalia
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leve, em que o PC se encontra entre -2 e -3 SD, e microcefalia grave, quando o PCé<-3SD e
mais provavel de estar associada a DI e/ou outras alteracGes clinicamente relevantes
(ASHWAL et al., 2009; DUERINCKX et al., 2021; MASIH et al., 2022).

E importante ressaltar que a microcefalia se trata de uma condicdo heterogénea e néo
de uma doenca Unica especifica (VON DER HAGEN et al., 2014). Considerando o periodo de
detec¢do, quando € identificada ao nascimento denomina-se congénita (ou primaria), resultado
de perturbacBes no inicio da neurogénese; quando decorre de problemas tardios de
desenvolvimento, funcionamento e manutencgéo celular, como nos processos de mielinizacéo,
sinaptogénese e gliogénese, é classificada como pds-natal, podendo refletir também defeitos
formativos ou ocasionar em morte neuronal exacerbada (GILMORE & WALSH, 2013;
BOONSAWAT et al., 2019; MASIH et al., 2022). A literatura cientifica da area destaca duas
categorias da condicdo: microcefalia ndo-sindrémica, que se apresenta de forma isolada ou em
associacdo a anormalidades na morfologia cerebral, Dl/atraso de desenvolvimento, epilepsia,
transtornos neuropsiquiatricos e comportamentais, dismorfismos faciais e/ou baixa estatura, e
a sindrémica, na qual a microcefalia é apenas um dos sinais clinicos juntamente a pelo menos
uma malformacdo em um o6rgdo externo ao SNC (ABUELO, 2007; SHAHEEN et al., 2019).
No entanto, a fronteira entre um quadro sindrdmico e ndo-sindrémico é ténue e dificil de
delimitar, a depender da coleta de sinais clinicos em detalhes e da realizagdo de exames
especificos complementares. E possivel argumentar que a presenca de qualquer traco adicional
a microcefalia, mesmo DI, epilepsia, dismorfismos faciais ou baixa estatura, poderia

caracterizar um caso como sindrémico (SHAHEEN et al., 2019).

Tendo isso em conta, estudos com grandes coortes de pacientes com microcefalia tém
corroborado a DI como a principal comorbidade, além de epilepsia; alteracGes
comportamentais, incluindo transtorno do espectro autista (TEA); malformac6es cerebrais
diversas; dismorfismos faciais; disturbios oftalmologicos e perda auditiva; anomalias do
sistema musculoesquelético; defeitos cardiovasculares e dos tratos gastrointestinal e urinario
(VON DER HAGEN et al., 2014; RUMP et al., 2016; BOONSAWAT et al., 2019; LEE et al.,
2020; DAWIDZIUK et al., 2021; MASIH et al., 2022). Adicionalmente, a frequéncia alta de
associacao de baixa estatura com microcefalia leva a classificacdo de microcefalia proporcional
quando altura e peso também se encontram < 2 SD (HANZLIK & GIGANTE, 2017). Tais
dados reforcam o vasto espectro de apresentacdo fenotipica dos quadros sindrémicos,

resultando em dificuldade de caracterizagdo mais precisa da associagdo da microcefalia com
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outros achados, visto que muitas alteracGes especificas aparecem uma Unica vez dentro de uma

coorte.

As alteracdes cerebrais estruturais, em particular, sdo de alta relevancia na investigacdo
da microcefalia. Embora a maioria dos achados de neuroimagem sejam inespecificos e nao
apontem para um diagnostico claro, a realizacdo de exames, como ressonancia magnética e
tomografia computadorizada de cranio, € importante tanto pela elevada frequéncia de
anormalidades em individuos microcefalicos, quanto pela possibilidade de direcionar o manejo
clinico (VON DER HAGEN et al., 2014). A simplificacdo do padrdo de giros é a malformacao
cerebral mais prevalente em microcefalia, embora defeitos no corpo caloso, no cerebelo,
alteracfes na substancia branca e na migracao celular (polimicrogiria, lissencefalia) também
sejam recorrentes (PIROZZI et al., 2018; OKAFOR & KANEKAR, 2022).

A Tabela 1 mostra um compilado de frequéncias dos achados clinicos recorrentes

observados em diferentes estudos de pacientes com microcefalia sindromica.

Uma terceira maneira relevante de se classificar a microcefalia € quanto a etiologia, que
pode ser predominantemente ambiental ou genética, ou ainda multifatorial (ALCANTARA &
O’DRISCOLL, 2014). Dentre os fatores ambientais de risco alto se destacam como principais
causas as infec¢des intrauterinas e perinatais (como Zika virus, citomegalovirus, toxoplasmose
e rubéola), exposicdo materna a teratdgenos durante a gestacdo (alcool, cocaina, radiagdo),
hipoxia no periodo perinatal, desnutri¢do no pds-natal e traumas mecanicos ou outros eventos
prejudiciais (por exemplo, acidente vascular cerebral) durante o desenvolvimento (VON DER
HAGEN et al., 2014). Entretanto, investigacdes de grandes coortes microcefalicas vém
apontando que apenas ~25% das ocorréncias teriam etiologia ambiental, com os 75% restantes
se dividindo entre origem genética do distarbio identificada e casos idiopaticos (VON DER
HAGEN et al., 2014; MEDEIROS FIGUEIREDO et al., 2021; NUNEZ et al., 2022). Ndo
obstante, estima-se que 20-30% dos casos de microcefalia primaria identificados por volta do

terceiro trimestre gestacional sejam devido a causas genéticas (CHEN et al., 2022).
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Tabela 1. Frequéncia dos achados clinicos em diferentes estudos com coortes de microcefalia sindrémica.

Frequéncia nos trabalhos analisados (n pacientes/n total)

Achados clinicos ng'él\? EtR | RUMP BOONSAWAT LEE DAWIDZIUK MASIH
(01 4;’ Al etal. (2016) etal. (2019) et al. (2020) etal. (2021) et al. (2022)

Atraso global do desenvolvimento/DI  65% (442/680)  95% (36/38) 90% (58/61) 100% (40/40) 88% (168/191)  94% (82/87)
Alteracdes cerebrais estruturais 63% (310/491)  80% (28/35) 63% (27/43) 15% (6/40) 70% (133/191)  73% (48/66)
Epilepsia 43% (292/680)  34% (13/38) 26% (16/61) 68% (27/40) 58% (111/191)  41% (36/87)
Alteracbes comportamentais 24% (9/38) 23% (14/61) 10% (4/40) 27% (24/90)
Baixa estatura 42% (288/680)  34% (13/38) 33% (20/61) 65% (26/40) 32% (61/191) 60% (52/87)
Dismorfismos faciais 19% (127/680)  18% (7/38) 70% (28/40) 39% (75/191) 82% (74/90)
Distlrbios oftalmoldgicos 30% (207/680)  26% (10/38) 10% (6/61)? 8% (3/40) 14% (27/191)*  46% (30/66)
Perda auditiva 8% (51/680) 8% (3/38) 10% (6/61) 8% (3/40) 7% (13/191) 15% (8/52)
Anomalias muasculoesqueléticas 13% (91/680) 32% (12/38) 10% (4/40)° 26% (23/90)°
Defeitos cardiovasculares 14% (93/680) 13% (5/38) 7% (4/61) 20% (8/40) 10% (19/191)
Defeitos gastrointestinais 9% (58/680) 13% (5/38) 5% (2/40)
Defeitos geniturinarios 13% (89/680) 26% (10/38) 5% (2/40)

DI: deficiéncia intelectual. ®Os dados disponibilizados sio referentes apenas a estrabismo. PReferente apenas a alteragdes esqueléticas. A notagdo “---” indica que
0 dado néo estava descrito no estudo.
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1.3.1. Mecanismos genéticos subjacentes a microcefalia e estratégias de investigacao

molecular

Uma variedade de mecanismos genéticos ja foi descrita como causa de microcefalia,
incluindo aneuploidias cromossémicas; alteracbes cromossémicas estruturais, que incluem as
variantes de numeros de copias gendmicas (copy number variant — CNVs [delecdes e
duplicagdes]); defeitos de imprinting genémico e distlrbios monogénicos (autossémicos
dominantes [AD] e recessivos [AR], ligados ao X dominantes e recessivos) (ABUELO, 2007,
VON DER HAGEN et al., 2014; PIROZZI et al., 2018). Evidenciando sua alta
heterogeneidade, ha 1.164 entradas no banco de dados Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM) para condigdes que incluem microcefalia dentre sua apresentacéo clinica e que tém
base molecular conhecida, embora para outras 63 entradas ainda ndo se tenha a etiologia
molecular do distarbio identificada (consulta em janeiro/2023). Ademais, aproximadamente
800 genes ja foram identificados como causa de microcefalia quando alterados, afetando as
mais diversas fungdes bioldgicas, como controle do ciclo celular, vias de resposta a danos no
DNA, vias de sinalizacdo celular, metabolismo de macromoléculas e transcricdo génica
(ABUELDO, 2007; PIROZZI et al., 2018; SISKOS et al., 2021).

Em um estudo realizado na Alemanha com 680 criangas com microcefalia (VON DER
HAGEN et al., 2014), os testes diagnosticos utilizados incluiram cariotipagem, analise de
quebras para sindromes de instabilidade cromossémica, microarranjo gendmico (chromosomal
microarray analysis — CMA) e sequenciamento de genes selecionados (quando o fendétipo era
altamente sugestivo de uma condicdo em particular). Foram encontradas mutacdes genéticas
causativas do fen6tipo em cerca de metade dos casos com etiologia esclarecida (29%); ainda
assim, em 41% dos individuos microcefalicos a origem do quadro permaneceu idiopatica,
embora 0s autores creditem no minimo 13% destes casos a presenca de alteracfes genéticas
ndo identificadas, dada a presenca de multiplos afetados em uma mesma familia,
consanguinidade parental ou suspeita de doenca mitocondrial ndo investigada. Este cenério se
repete em diversos estudos: em muitos casos ndo é possivel estabelecer uma hipotese
diagnostica para o quadro clinico dos pacientes com microcefalia, considerando sua notavel
heterogeneidade etioldgica e clinica. Portanto, abordagens baseadas em investigacdo do
genoma completo (genome-wide approach), de maneira ndo direcionada, devem ser
priorizadas, em particular testes como CMA e sequenciamento de exoma completo (whole-
exome sequencing — WES) (VISSERS et al., 2016; BOONSAWAT et al., 2019) ou genoma
completo (whole-genome sequencing — WGS) (MCMILLAN et al., 2021).



20

O CMA ¢ uma técnica de citogenética molecular que consiste na utilizagdo de um
microarranjo composto por sondas moleculares com sequéncias mapeadas por todo o0 genoma,
visando a prospeccdo de CNVs. Este teste oferece resolugdo superior a do cariotipo
convencional: aproximadamente 50 kb (variavel de acordo com o numero de sondas) versus 5-
10 Mb no cariétipo com bandamento (MILLER et al., 2010; SILVA et al., 2019). Plataformas
baseadas em sondas contendo polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide
polymorphisms — SNPs), denominadas de SNP-array, também permitem a detec¢do de grandes
regibes em homozigose, oriundas de dissomia uniparental ou consanguinidade parental
(HENDERSON et al., 2014). Para individuos com DI ou atraso de desenvolvimento, TEA e/ou
malformacdes congénitas, a taxa de diagndstico molecular utilizando CMA é aproximadamente
15-20%, contrastando com 3-5% obtido apenas com cariotipo; por este motivo, foi considerada
até recentemente a técnica-ouro de investigacdo genética neste grupo de pacientes, incluindo
individuos com microcefalia (MILLER et al., 2010; HENDERSON et al., 2014; CAPKOVA
et al., 2019). Apesar da técnica de CMA ter aumentado extraordinariamente a resolucdo e a
capacidade de analise em citogenética, sendo poderosa na identificacdo de ganhos e perdas de
CNVs, ndo permite a deteccdo de rearranjos cromossdmicos balanceados, como inversdes e
translocacGes equilibradas, tampouco detecta variantes de nucleotideo unico (single nucleotide
variants — SNVs) ou pequenas inser¢des/delecdes < 1 kb (indels) (SILVA et al., 2019).

O advento das tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (next-generation
sequencing — NGS), em especial o WES, possibilitou o aumento na taxa de diagnostico
molecular para pacientes com NDD (de 15-20% no CMA para ~50% no WES), além de resultar
na identificacdo de genes novos como causa de condi¢bes monogénicas (VISSERS et al.,
2016). O exoma passou entdo a ser considerado o teste padrdo-ouro para tais condi¢des, uma
vez que permite ndo so a identificacdo de mutacdes de ponto na por¢édo codificadora do genoma
(SNVs e indels), mas também a analise de CNVs (SRIVASTAVA et al., 2019). No entanto, o
WES possui limitagBes, decorrentes principalmente da forma como a técnica de
sequenciamento € estruturada: a captura de regides-alvo é ineficiente em regiGes repetitivas,
ricas em nucleotideos GC e em sitios de splicing, além de ser uma técnica limitada para a
deteccdo e delimitacdo de tamanho de algumas CNVs, também ndo permitindo a identificacéo
da grande maioria dos rearranjos estruturais balanceados e de variantes regulatérias nédo-
exomicas (MEIENBERG et al., 2016; CLARK et al., 2018). O WGS se destaca, entdo, como
a ferramenta atualmente mais promissora no diagnostico de doencas genéticas, uma vez que,

por fornecer uma cobertura uniforme de sequenciamento ao longo do genoma, possibilita a
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deteccdo de varios tipos de variantes sem os vieses do WES, se mostrando mais efetiva na
investigacdo molecular de NDD. No momento atual, os principais gargalos para a ampla
utilizacdo do sequenciamento de genoma como teste genético de primeira linha é seu custo
ainda elevado, bem como a grande complexidade de analise dos dados (VAN DER SANDEN
etal., 2023).

1.3.2. A microcefalia primaria hereditaria como subclasse e modelo de estudo

A despeito de sua heterogeneidade, uma subclasse de microcefalia de origem genética
se destaca: a microcefalia priméria hereditaria (MCPH). A MCPH se caracteriza como um
conjunto de doencas raras em que a microcefalia estd presente desde o nascimento e geralmente
€ progressiva, estando ausentes outros defeitos congénitos externos ao SNC, a exce¢édo de baixa
estatura e dismorfismos faciais (isto é, ndo-sindrémica) (SHAHEEN et al., 2019; JEAN et al.,
2020). Ela é mais frequentemente identificada em populacdes consanguineas, nas quais a
incidéncia pode chegar a 1/10.000 nascimentos versus 1/250.000 em outras populacgdes
(FAHEEM et al., 2015).

Até o momento, ha 30 genes descritos como causa de MCPH, sendo 27 associados a
condigBes com heranga AR e trés com heranga AD (FAROOQ et al., 2020; KHAN et al., 2020;
SISKOS et al., 2021; CARVALHAL et al., 2022). Embora cada um desses genes desempenhe
uma funcéo especifica, é sabido que estas formas de microcefalia se originam em decorréncia
da reducao do namero de neur6nios no neocortex e devido a perturbagoes na regulacéo do ciclo
celular. Assim, uma caracteristica comum a todos esses genes € a sua atuacdo em etapas-chave
para o prosseguimento das mitoses durante o desenvolvimento embrionario do SNC (Figura
4; Tabela 2) (JEAN et al., 2020).

Figura 4. Processos biol6gicos nos quais atuam as proteinas codificadas pelos
genes de MCPH que, quando mutados, afetam a progressao do ciclo celular.
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Tabela 2. Genes de MCPH, processos celulares associados e condi¢des clinicas derivadas com respectivos padrdes de heranca.

Gene Funcao celular Condigéo associada Pﬁ?r':lr?gge
MCPH1 Condensagdo de cromossomos, checkpoint do ciclo celular, resposta a MCPH1 AR
anos no
(OMIM *607117) d DNA (OMIM #251200)
WDR62 Biogénese de centriolos, nucleacéo de microtdbulos, orientagdo do fuso MCPH2 AR
(OMIM *613583) mitético (OMIM #604317)
CDK5RAP2 Nucleagdo de microtibulos, unido entre centriolos, citocinese, orientagdo MCPH3 AR
o fuso mitdtico, estruturacdo da matriz pericentriolar
OMIM *608201 do fi itoti dod i i iol OMIM #604804
KNL1 o N . . . MCPH4
(OMIM *609173) Ligacdo do cinetdcoro as fibras do fuso, checkpoint do ciclo celular (OMIM #604321) AR
ASPM Biogénese de centriolos, orientagdo do fuso mitético, citocinese, MCPH5 AR
sinalizacdo na via Wnt
OMIM *605481 inalizacé ia W OMIM #608716
CENPJ L . . . . . . MCPH6
(OMIM *609279) Biogénese de centriolos, ligagdo da matriz pericentriolar aos centriolos (OMIM #608393) AR
STIL Biogénese de centriolos MCPH7 AR
(OMIM *181590) (OMIM #612703)
CEP135 Biogénese de centriolos MCPH8 AR
(OMIM *611423) (OMIM #614673)
CEP152 L . MCPH9
(OMIM *613529) Biogénese de centriolos (OMIM #614852) AR
ZNEESS Regulag&o transcricional MCPH10 AR
(OMIM *610827) (OMIM #615095)
PHC1 . MCPH11
(OMIM *602978) Remodelador da cromatina (OMIM #615414) AR
CDK®6 . . MCPH12
(OMIM *603368) Checkpoint do ciclo celular (OMIM #616080) AR
CENPE N - s g - . MCPH13
(OMIM *117143) Ligacdo do cinetdcoro as fibras do fuso, checkpoint do ciclo celular (OMIM #616051) AR
SASS6 Biogénese de centriolos MCPH14 AR
(OMIM *609321) (OMIM #616402)
MFSD2A . . . - MCPH15
(OMIM *614397) Checkpoint do ciclo celular, transporte pela barreira hematoencefalica (OMIM #616486) AR
ANK*LEZ Desmontagem do envelope nuclear MCPH16 AR
(OMIM *616062) (OMIM #616681)
CIT x N — . x o MCPH17
(OMIM *605629) Nucleagdo de microtubulos, citocinese, orientacéo do fuso mitoético (OMIM #617090) AR
WDFY3 S - MCPH18
(OMIM *617485) Sinalizagdo na via Wnt (OMIM #617520) AD
COPB2 . . - . MCPH19
(OMIM *606990) Tréafego intracelular, checkpoint do ciclo celular (OMIM #617800) AR
KIF14 g - S MCPH20
(OMIM *611279) Citocinese, estabilizacdo de microtubulos (OMIM #617914) AR
NCA*PDZ Condensagdo de cromossomos, separagdo de cromatides-irmas MCPH21 AR
(OMIM *615638) (OMIM #617983)
NCAPD3 x x S MCPH22
(OMIM *609276) Condensagdo de cromossomos, separa¢do de cromatides-irmas (OMIM #617984) AR
NCAPH x x TS MCPH23
(OMIM *602332) Condensagdo de cromossomos, separa¢do de cromatides-irmas (OMIM #617985) AR
NUP37 o S s g MCPH24
(OMIM *609264) Ligacéo do cinetocoro as fibras do fuso, complexo dos poros nucleares (OMIM #618179) AR
TRAPPC14 g e L MCPH25
(OMIM *618350) Citocinese, estabilizacdo de microttbulos (OMIM #618351) AR
LM,’:‘Bl Composicéao da lamina nuclear MCPH26 AD
(OMIM *150340) (OMIM #619179)
LMNB2 Composicao da lamina nuclear MCPH27 AD
(OMIM *150341) (OMIM #619180)
RRP7A Biogénese de ribossomos, reabsorcao dos cilios primarios, MCPH28 AR
(OMIM *619449) desenvolvimento do neocdrtex, neurogénese (OMIM #619453)
PDCD6IP - - MCPH29
(OMIM *608074) Apoptose, citocinese, reparo da membrana plasmética (OMIM #620047) AR
BUBL Separacdo de cromatides-irmés, checkpoint do ciclo celular MCPHS30 AR

(OMIM *602452)

(OMIM #620183)

Fonte: adaptado de FAROOQ et al. (2020); KHAN et al. (2020); SISKOS et al. (2021); CARVALHAL et al. (2022).
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H& algumas hipoteses para explicar a menor quantidade de neurdnios corticais em
pacientes com microcefalia a partir da investigacdo da MCPH, como aumento da morte celular,
desequilibrio entre taxa de proliferacdo e diferenciacdo celular, alteraces na duracéo de cada
fase da divisao e diferenciacdo celular anormal. Em particular, perturbacdes nos centrossomos
sdo consideradas criticas, uma vez que 30% dos genes ja relacionados a microcefalia congénita
estdo associados a essa estrutura. Mais ainda, termos como ‘“‘centrossomo” e “centro
organizador de microtibulos” representam dois dos componentes celulares com maior
enriquecimento ontoldgico para os genes de MCPH (JEAN et al., 2020; ROBINSON et al.,
2020; ZAQOUT & KAINDL, 2021).

O centrossomo é uma organela composta por um par de centriolos envoltos em uma
matriz proteica, denominada de matriz pericentriolar. Sua funcéo é servir como o principal local
de nucleacdo de microtubulos nas células animais, estando envolvido em processos cruciais da
divisdo, migracdo e diferenciacdo celular. Essa estrutura possibilita a formagao do fuso mitético
e do citoesqueleto, a motilidade, adesdo e polaridade das células, o trafego intracelular e a
construcéo de cilios (KUIJPERS & HOOGENRAAD, 2011; O’NEILL et al., 2018). Embora o
centrossomo esteja presente de forma ubiqua nos mais diversos tipos celulares, sua funcéo é
especialmente importante no cérebro em desenvolvimento: os microtibulos atuam ativamente
na modulagdo do tamanho e da configuracdo dos neurénios — cilios primarios, por exemplo,
formados a partir dos centrossomos, sao estruturas-chave em vias de sinalizagdo com atividade
reconhecida na manutencdo das células neuroprogenitoras do neocértex, como a Sonic
hedgehog (KUIJPERS & HOOGENRAAD, 2011; YANG et al., 2021). Assim, defeitos em
diversos genes associados ao centrossomo e seus processos sao causa importante de distdrbios

de neurodesenvolvimento, como a microcefalia (MEGRAW et al., 2011).

Dois dos principais mecanismos propostos para justificar o impacto de alteracGes em
genes de centrossomo no desenvolvimento cerebral sdo o aumento de apoptose e a
diferenciacéo precoce das NPCs (O’NEILL et al., 2018; ZAQOUT & KAINDL, 2021). Na
primeira situacdo, erros na formagdo e estabilizacdo do fuso mitético causariam atrasos na
divisdo celular; na impossibilidade de corre¢do do problema, haveria a interrupgéo do ciclo
celular e eventual apoptose, limitando a manutencdo da linhagem e, consequentemente,
provocando a diminui¢do do volume cerebral. Este caso vai ao encontro do achado de reducao
do nimero de neurdnios derivada de aumento de morte celular identificada em camundongos
knock-out para os genes CDK5RAP2 e MCPH1 (GILMORE & WALSH, 2013). Ja na segunda

situacdo (diferenciagdo precoce), alteragcdes na orientacdo do plano de clivagem das células
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neuroprogenitoras levariam ao aumento da ocorréncia das divisdes celulares assimétricas, antes
do estabelecimento adequado do pool de NPCs com capacidade proliferativa, que ocorre por
divisdes simétricas. Como 0 momento de ocorréncia dessas divisdes é critico, considerando
que quanto mais cedo elas resultem em neurdnios ja diferenciados, menor serd o numero final
de celulas no cérebro, uma vez que ndo havera novas divisdes a partir deles, o fendtipo
resultante seria a microcefalia (GILMORE & WALSH, 2013; ZAQOUT & KAINDL, 2021).
Em particular, ensaios funcionais em linhagem celular com RNA de interferéncia para o gene
ASPM corroboraram esta hipotese pela constatacdo de perturbacdes na orientacdo do fuso
mitdtico (HIGGINS et al., 2010; GILMORE & WALSH, 2013).

E importante ter em mente, no entanto, que ainda é incerto o motivo pelo qual genes de
centrossomo com func@es celulares distintas ocasionam o mesmo fenétipo. Também ndo ha
consenso na literatura sobre o motivo do comprometimento ficar restrito, em grande parte, ao
desenvolvimento cerebral, ja que a maioria das proteinas codificadas a partir destes genes ndo
apresentam padrdo de expressao tecido-especifico. Uma possibilidade aventada seria a de que
as células neuroprogenitoras sdo mais sensiveis a disfuncdes do ciclo celular, influenciado
diretamente pelo centrossomo (GILMORE & WALSH, 2013; JEAN et al., 2020).

Além da importancia médica dos casos de microcefalia em geral, e da MCPH em
particular, a reducdo patolégica do cérebro humano retoma também o estudo do
desenvolvimento evolutivo do SNC, uma vez ter sido demonstrado que ASPM, CENPJ,
CDK5RAP2 e MCPH1 sofreram selecdo positiva durante a evolucdo dos primatas
(MONTGOMERY et al., 2011). O actimulo de certas mutacGes nestes genes ao longo da
evolucdo teria contribuido para o aumento do tamanho cerebral do Homo sapiens moderno, de
forma que individuos microcefalicos com variantes de perda de funcdo nestes genes
recapitulariam um estado mais ancestral de desenvolvimento (FALK et al., 2007; JEAN et al.,
2020).

1.4. Justificativa do estudo

Dado o arcabouco teodrico exposto, sumarizado na Figura 5, percebe-se como
fundamental o estudo das bases celulares e moleculares da microcefalia, ndo apenas para
auxiliar o diagndstico genético de individuos acometidos por esta condi¢do, como também para
propiciar novas descobertas que ampliem a compreensdo acerca do desenvolvimento e
evolucéo do cérebro humano (VON DER HAGEN et al., 2014; ZAQOUT & KAINDL, 2021).



Figura 5. Sintese das bases tedricas do presente estudo.
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As mudancas evolutivas no cérebro dos primatas e, mais especificamente, dos hominideos, levou ao desenvolvimento das
habilidades cognitivas tipicas dos humanos modernos. No entanto, distdrbios no desenvolvimento do SNC podem resultar em
condi¢des clinicas como a microcefalia, caracterizada por uma notavel heterogeneidade etiologica e fenotipica, e cuja
manifestacdo rememora um estado cerebral mais ancestral. Fonte: esquema desenvolvido utilizando o software BioRender.com.
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A epidemia recente da doenca da Zika, por exemplo, especialmente relevante no Brasil
e em outros paises da América Latina entre 2015-2019, destacou a importancia deste disturbio
em esfera nacional, tanto no ambito social quanto académico, atuando como um topico crucial
de estudos em neurociéncia (ZAQOUT & KAINDL, 2021).

Além disso, a epidemia evidenciou um dado recorrente da literatura: a grande proporcgao
de casos idiopéticos de microcefalia. Um trabalho baseado nos dados do Ministério da Saulde,
que atualizou a situacdo diagnostica de nascidos vivos microcefalicos com suspeita de
problemas de neurodesenvolvimento durante os dois anos iniciais da epidemia, revelou que foi
potencialmente descartada a etiologia infecciosa para 50,3% dos casos (5.079 individuos),
incluindo-se a testagem para Zika virus, sifilis, toxoplasmose, rubéola e herpes (FRANCA et
al., 2018). Embora outras causas ambientais ndo possam ser desconsideradas, a origem genética
da condicdo deve ser apreciada, dada a sua relevancia em termos de prognostico, eventuais
opcOes de tratamento e conduta clinica, além de importancia no aconselhamento familiar (VON
DER HAGEN et al., 2014; VISSERS et al., 2016).

A despeito da importancia da etiologia genética na microcefalia, trabalhos com coortes
maiores atingem uma taxa de diagnostico molecular variavel utilizando CMA e WES, entre 29-
52% (VON DER HAGEN et al., 2014; RUMP et al., 2016; BOONSAWAT et al., 2019; LEE
etal., 2020; DAWIDZIUK et al., 2021; MASIH et al., 2022). Estes dados trazem a expectativa
de muitos loci e mecanismos etioldgicos ainda ndo identificados com atuacéo relevante em
neurodesenvolvimento, uma vez que considerando apenas casos de MCPH, variantes
patogénicas/provavelmente patogénicas em genes conhecidos ndo sdo detectadas em
aproximadamente 62% de europeus ocidentais e norte-americanos e 25% de indianos e
paquistaneses (ZAQOUT & KAINDL, 2021).

Tais conhecimentos, juntamente com a auséncia de trabalhos na literatura cientifica
explorando as bases genéticas da microcefalia sindromica associada a NDD na populacao

brasileira, levaram aos seguintes questionamentos que embasaram a realizacao deste estudo:

a. Quais sdo o0s genes e alteragdes cromossémicas responsaveis pelo fendtipo em uma

amostra de estudo da populagéo brasileira?

b. A taxa de diagndstico molecular, utilizando microarranjo genémico e
sequenciamento de exoma completo, é similar na populacdo brasileira a descrita

por outros estudos em coortes microcefalicas?
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c. A heterogeneidade genética e clinica do fen6tipo em amostra da populacéo
brasileira, notavel pela sua diversidade e miscigenacdo, é igual ou superior aos

demais estudos?

d. E possivel identificar novos genes de neurodesenvolvimento em casos que

permanegam sem etiologia molecular elucidada?
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Resumo

O desenvolvimento embrionario do cérebro humano é intrincado e altamente coordenado
espacial e temporalmente, o que é primordial para seu correto funcionamento, assim como foi
no passado ao longo da evolugdo dos primatas. Disturbios neste processo podem comprometer
funcdo e tamanho do 6rgdo, como na microcefalia, uma condicdo clinica caracterizada pela
reducdo do perimetro cefalico em pelo menos 2 desvios-padrdo (SD) da média para aquela
idade e sexo. A microcefalia pode ser classificada em congénita (priméria) ou p6s-natal, sendo
considerada leve (-2 a -3 SD) ou grave (< -3 SD); também pode ser classificada como
sindrdbmica, se alteracGes externas ao sistema nervoso central estiverem presentes. Sua
incidéncia é de 2-3% na populacdo mundial e tem etiologias diversas, tanto ambiental quanto
genética, com a maior parte dos casos permanecendo idiopatica. Por se tratar de uma condicéao
complexa que muitas vezes se apresenta associada a outros fendtipos, ainda ha muito a ser
explorado em relacdo as bases genéticas da microcefalia, previamente ndo investigadas na
populacdo brasileira. Este trabalho se propds a avaliar uma coorte de individuos brasileiros
afetados por microcefalia associada a distarbios de neurodesenvolvimento, visando caracterizar
as bases genéticas do fendtipo e quadros clinicos associados. Para tanto, realizamos anélise
cromossémica por microarranjo gendmico (CMA) para investigacao de alteracfes de nimero
de copias (CNVs), bem como sequenciamento de exoma completo (WES) para prospeccao de
variantes gendmicos pontuais em um subgrupo de pacientes. No estudo por CMA, analisamos
185 pacientes microcefalicos, dos quais 39 tinham CNVs clinicamente relevantes. Compilamos
uma lista inédita de genes reconhecidos como causa de microcefalia e realizamos o
levantamento das sindromes de CNVs associadas. Neste estudo de CNVs raras causais,
sugerimos novos genes candidatos para o fenotipo com base na caracterizacdo das regides
afetadas no grupo avaliado de pacientes, assim como em pacientes microcefalicos descritos no
banco de dados DECIPHER: genes reconhecidamente associados a microcefalia por SNVs e
indels, mas ndo ainda por CNVs; aqueles com evidéncia ainda insuficiente para corroborar tal
associacdo; genes conhecidos de macrocefalia; e novos candidatos, propostos no presente
estudo, como OTUD7A, BBC3, CNTN6 e NAA15. No estudo por WES, investigamos 45
individuos (42 familias) que tiveram resultado negativo no CMA (100 exomas analisados no
total), resultando em uma taxa de diagnostico molecular (variantes patogénicas ou

provavelmente patogénicas) de 47,6%, similar a reportada na literatura. Em relagdo a
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apresentacdo clinica, deficiéncia intelectual e alteragBes cerebrais estruturais foram altamente
prevalentes, com taxas similares a outras coortes de microcefalia, mas encontramos frequéncias
superiores de dismorfismos faciais, alteracbes comportamentais, cardiovasculares e
musculoesqueléticas, além de perda auditiva. Pela andlise dos casos negativos no CMA e
exoma, identificamos um gene novo causativo para o fendtipo (CCDC17), que requer estudos
funcionais futuros para validagdo. Em concluséo, contribuimos para o diagnéstico molecular e
aconselhamento genético de metade de um total de 48 familias (no minimo um individuo com
microcefalia dentre seus sinais clinicos). Em seis casos, foram identificadas variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas do tipo CNV, e em 20 casos foram detectadas
variantes do tipo SNV/indel (taxa de diagnostico molecular global de 54,2%). Estes achados
corroboram a microcefalia como um importante indicador de alteracbes genémicas e
evidenciam que o exoma como primeira linha de investigacdo seria a melhor estratégia para
diagnostico desta condicdo. Adicionalmente, trouxemos uma visao inédita das causas geneticas
da condicgéo na populacdo brasileira e das comorbidades mais frequentes, bem como pudemos
sugerir novos genes candidatos ao fendtipo que poderado ser explorados em pesquisas futuras.
Ainda assim, aproximadamente metade dos casos avaliados permanece idiopatico, apontando
para a necessidade de estratégias complementares de investigacao de alteracfes estruturais e
nédo-codificadoras, baseadas em tecnologias como sequenciamento de genoma completo,
sequenciamento de moléculas longas, mapeamento 6tico, estudos epigenéticos e investigacao

de altera¢cdes mitocondriais.
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Abstract

The embryonic development of the human brain is intricate and spatially and temporally highly
coordinated, which is essential for its proper performance, as it was in the past throughout the
evolution of primates. Disturbances in this process can compromise the organ function and size,
as occurs in microcephaly. It is a clinical condition characterized by reduction of the
occipitofrontal circumference by at least 2 standard deviations (SD) from the mean for that age
and sex. Microcephaly can be congenital (primary) or postnatal, considered mild (-2 to -3 SD)
or severe (< -3 SD); it can also be classified as syndromic if alterations external to the central
nervous system are present. Its incidence is 2-3% in the world population and has various
etiologies, environmental and genetic, with most cases remaining idiopathic. Because it is a
complex condition often associated with other phenotypes, there is still much to be explored
about the genetic bases of microcephaly, previously not investigated in the Brazilian
population. This work aimed to evaluate a cohort of Brazilian individuals affected by
microcephaly associated with neurodevelopmental disorders, aiming to characterize the genetic
bases of the phenotype, and associated clinical conditions. To this end, we performed
chromosomal microarray analysis (CMA) to investigate copy number variants (CNVs), and, in
a subgroup of patients, whole-exome sequencing (WES) to prospect for specific genomic
variants. In the CMA study, we analyzed 185 microcephalic patients, of whom 39 had clinically
relevant CNVs. We compiled a list of recognized microcephaly genes and surveyed associated
CNYV syndromes. In this study of rare causal CNVs, we suggested new candidate genes for the
phenotype based on the characterization of the affected regions in the evaluated group of
patients, as well as evaluating microcephalic patients reported in the DECIPHER database:
genes known to be associated with microcephaly by SNVs and indels, but not yet by CNVs;
those with insufficient evidence to corroborate such an association; known macrocephaly
genes; and new candidates, such as OTUD7A4, BBC3, CNTN6, and NAA15. In the WES study,
we investigated 45 individuals (42 families) who tested negative for CMA (100 exomes
analyzed in total), resulting in a molecular diagnosis rate (pathogenic or likely pathogenic
variants) of 47.6%, similar to the yield reported in WES studies from the literature. Regarding
the clinical presentation, intellectual disability, and structural brain alterations were highly
prevalent, with rates similar to other cohorts of microcephaly, but we found higher frequencies

of facial dysmorphisms, behavioral, cardiovascular, and musculoskeletal alterations, in
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addition to hearing loss. By analyzing the negative cases after CMA and exome analysis, we
identified a novel gene for the microcephaly (CCDC17), which requires future functional
studies for validation. In conclusion, we contributed to the molecular diagnosis and genetic
counseling of half of a total of 48 families with at least one individual with microcephaly among
its clinical signs. In six cases, pathogenic or probably pathogenic CNV variants were identified,
and in 20 cases SNV/indel variants were detected (overall molecular diagnosis rate 54.2%).
These findings have corroborated that microcephaly is an important indicator of genomic
alterations and showed that using exome as the first-tier of investigation would be the best
strategy for diagnosing this condition. Additionally, we brought an unprecedented view of the
genetic causes of microcephaly in a Brazilian population, and the most frequent comorbidities,
as well as suggested new candidate genes that could be explored in future research. Even so,
approximately half of the evaluated cases remain idiopathic, pointing to the need for
complementary strategies for the investigation of structural and non-coding variants, based on
technologies such as whole-genome sequencing, sequencing of long reads, optical mapping,

epigenetic studies, and investigation of mitochondrial variants.
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