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in three families from Pernambuco: clinical

and molecular aspects

Abstract

Objectives: to describe the clinical findings in
three families from Pernambuco with autosomal
recessive primary microcephaly, and the linkage
analysis in one of them (family 2).

Methods:
Pernambuco, not related one to another and with

three consanguineous families firom

primary microcephaly, were studied. The genealogical
data and the clinical history of the affected individuals
were obtained from their parents and other family
members. All the affected subjects, almost all their
normal siblings, and their parents were clinically
examined. Genomic DNA from the microcephalic
persons of family 2 and from their parents was used
in PCR (polimerase chain reaction) reactions with
primers designed to amplify microsatellite markers
linked to the known autosomal recessive primary
microcephaly loci. Amplified markers were elec -
trophoresed and analysed.

Results: in the three families, all the affected
subjects presented a small head circumference with
accompanying mental retardation, and only one patient
(of family 3) showed other neurological problems. None
of the microcephalic individuals had dysmorphic
features. Molecular studies on family 2 revealed that
the microcephaly in this family was not linked to any
of the already known autosomal recessive primary
microcephaly loci.

Conclusion: at least one more locus associated
with autosomal recessive primary microcephaly exists
and awaits discovery.
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Resumo

Objetivos: descrever os aspectos clinicos de trés
familias pernambucanas com microcefalia primaria
autossémica recessiva e as andlises de ligagdo em
uma delas (familia 2).

Meétodos: trés familias consangiiineas pernambu -
canas, ndo relacionadas biologicamente, com micro -
cefalia primaria, foram estudadas. Os heredogramas
e a historia clinica dos afetados foram construidos
com base em informagoes obtidas de seus pais e
outros parentes. O exame fisico foi realizado em todos
os afetados, seus genitores e na quase totalidade dos
irmdos normais dos afetados. O DNA genomico dos
afetados da familia 2 e de seus pais foi usado em
reagoes de PCR (polimerase chain reaction) com
primers elaborados para amplificar marcadores
microssatélites ligados aos locos ja conhecidos de
microcefalia primdria autossémica recessiva. Os
marcadores amplificados foram submetidos a eletro -
foree e seus alelos analisados.

Resultados: nas trés familias, os afetados apresen -
tavam perimetro cefalico muito reduzido acompanhado
de retardo mental e apenas uma paciente (da familia 3)
manifestava outras alteragdes neurologicas, mas sem
dismorfias associadas. Estudos moleculares demons-
traram que a microcefalia, na familia 2, ndo apresentava
ligagdo com nenhum dos locos associados a microcefalia
primdria autossémica recessiva ja conhecidos.

Conclusédes: pelo menos mais um gene associado
a microcefalia primaria autossémica recessiva existe
e aguarda identificagdo.
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Introducao

Considera-se que um individuo apresenta microce-
falia quando a medida de seu perimetro cefalico
situa-se mais de trés desvios-padrdes (DP) abaixo da
média populacional para idade e sexo.l A microce-
falia ¢ um sinal clinico encontrado em varios disttr-
bios com etiologia ambiental e/ou genética, podendo
estar acompanhado de outros defeitos morfoldgicos
(forma sindromica) ou ndo (microcefalia nao-
sindromica). Hipdxia perinatal, infecgdes congénitas
(tais como rubéola, citomegalovirose, toxoplasmose e
herpes-virose tipo 2), exposi¢do intra-uterina a radi-
acdo ionizante e a drogas (como alcool e hidantoina),
e fenilcetonuria materna sao algumas das causas
ambientais de microcefalia.2.3 A microcefalia geneti-
camente determinada pode resultar de alteracdes
monogénicas, anomalias cromossomicas ou distirbios
multifatoriais.4

A microcefalia primaria autossémica recessiva
(MPAR) é uma das formas de microcefalia genética.
Os individuos afetados apresentam redug¢do do
perimetro cefalico - como conseqiiéncia de uma
diminuicdo na espessura do cortex cerebral - asso-
ciado a retardo mental, ndo se observando dismor-
fias, malformagdes ou outras alteragdes neurologicas

Figura 1

significativas.4 A MPAR ¢ geneticamente
heterogénea, com seis locos ja mapeados: MPAR1
em 8p23,5 MPAR2 em 19q13,6 MPAR3 em 9q34,7
MPAR4 em 15q15-q21,8 MPARS em 1q319.10 ¢
MPARG6 em 13q12.2.11

Neste trabalho, relatamos os aspectos clinicos de
trés familias pernambucanas com MPAR e os resul-
tados de analises de ligacao realizadas em uma delas.

Métodos

As trés familias estudadas ndo sdo biologicamente
relacionadas. A familia 1 é originaria do sertdo
pernambucano; a 2, do Agreste e a familia 3 € prove-
niente da regido metropolitana do Recife. As figuras
1, 2 e 3 representam os heredogramas dessas familias.
As informagdes genealdgicas foram obtidas com a
colaboragdo de varios membros das familias, e exame
fisico foi realizado em todos os afetados, seus geni-
tores e na quase totalidade dos irmédos dos afetados.
Analise cromossOmica com bandeamento G (400
bandas), exame oftalmoldgico, tomografia computa-
dorizada cranio-encefalica, eletroencefalograma e
testes para infec¢des congénitas foram realizados em
diversos pacientes das trés familias.

Heredograma da familia 1
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Figura 2

Heredograma da familia 2

Figura 3 Os estudos de ligagdo foram realizados com o
DNA genomico dos afetados da familia 2 e de seus
pais. O DNA, obtido a partir de leucocitos do sangue
periférico, foi usado em reagdes de PCR (polimerase

Heredograma da familia 3.

chain reaction) com primers marcados com fluo-
rescéncia e elaborados para amplificar marcadores
microssatélites ligados aos locos MP1-MP6. Os
marcadores amplificados foram submetidos a eletro-
forese em seqiienciador ABI Prism 377 (Applied
Biosystems) e a analise de tamanho dos seus alelos
foi realizada com os programas de computador ABI
Prism Genescan e Genotyper (versdo 1.1.1) (Applied
Biosystems).

i

Resultados

Estudos clinicos

A familia 1 continha oito afetados vivos (cinco do
sexo masculino e trés do feminino), com idades entre
quatro e 27 anos, distribuidos em quatro irmandades
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(Figura 1). Na familia 2, havia cinco individuos
microcefélicos vivos (dois masculinos e trés femi-
ninos), com idades variando de 15 a 25 anos e
distribuidos em duas irmandades (Figura 2). Na
familia 3, eram afetados um rapaz e uma moga com
16 e 15 anos de idade respectivamente (Figura 3).
Todos os afetados das trés familias nasceram a
termo, ndo havendo intercorréncias dignas de nota
durante as gestacdes. Quando examinados, os
pacientes das familias 1 e 2 apresentavam medidas
de perimetro cefalico com 7-10 e 4-6 DP abaixo da
média respectivamente, e, em ambas as familias, o
retardo mental era moderado. Os adultos e adoles-
centes afetados ndo sabiam ler nem escrever, mas
falavam frases simples e tomavam banho, vestiam-
se e alimentavam-se sozinhos.

Na familia 3, o individuo I1I-4 tinha medida de
perimetro cefalico com 6 DP abaixo da média e
retardo mental moderado: conhecia o alfabeto mas
ndo aprendeu a ler/escrever, apesar de freqiientar
escola desde os seis anos de idade. Sua irma afetada
(III-5) apresentava perimetro cefalico com 8 DP
abaixo da média e deficiéncia mental grave: ndo
falava palavras intelegiveis, nem tinha controle
esfincteriano. Os irmdos I1I-1, II1-2 e I1I-3 apresen-
tavam perimetro cefalico com 2-3 DP abaixo da
média e nivel intelectual variavel - I1I-1 era intelec-
tualmente normal, enquanto III-2 e III-3 manifes-
tavam retardo leve (ambos freqiientaram escola
desde os seis anos de idade, mas liam precariamente
e foram reprovados varias vezes). Todos os afetados
das familias 1 e 2, assim como o afetado I11-4 da
familia 3, eram eumorficos, com estatura normal e
sem outros problemas neuroldgicos além do déficit
intelectual. A adolescente afetada I11-5 da familia 3
também era eumorfica, mas apresentava espastici-
dade generalizada. Os genitores de todos os afetados
eram normocéfalos e intelectualmente normais.
Analise cromossomica, exame oftalmologico,
eletroencefalograma e testes para infecgdes
congénitas nao revelaram alteragdes. A tomografia
computadorizada cranio-encefalica apenas confirmou
a presenca de microcefalia, ndo tendo sido obser-
vadas outras anormalidades.

Estudos de ligacao

A andlise de tamanho dos alelos dos marcadores
microssatélites ligados aos locos MP1-MP6 mostrou
que nenhum desses seis locos representavam regides
de homozigose na familia 2, excluindo-se assim a
possibilidade de que a microcefalia, nessa familia,
fosse causada por mutagdes em homozigose em gene
localizado em um desses seis locos.

Discussao

Descrevemos aqui trés familias pernambucanas com
MPAR. Todos os afetados apresentavam redugdo
importante do perimetro cefalico acompanhada de
retardo mental, na auséncia de dismorfias/malfor-
magdes, e apenas uma paciente (III-5/familia 3)
manifestava outros problemas neuroldgicos. Além
disso, apresentavam desenvolvimento motor normal
(com a excegdo de III-5/familia 3), eram bem-
humorados e tinham convivio social facil, o que esté
de acordo com a observacdo de que, na MPAR, as
habilidades sociais parecem bem menos compro-
metidas do que as cognitivas.

Outras caracteristicas encontradas que ajudam a
firmar o diagndstico dessa anomalia sdo a presenga
de consangiiinidade, a auséncia de um fator ambi-
ental causador de microcefalia, a historia de gestacdo
e parto sem intercorréncias, e o achado, na tomo-
grafia cranio-encefalica, de um cérebro simetrica-
mente pequeno mas sem alteragdes estruturais.4,12

Os estudos moleculares que foram realizados
com a familia 111 - a primeira familia brasileira com
MPAR analisada molecularmente - resultaram no
mapeamento do sexto loco génico determinante
dessa condicdo na regido cromossdmica 13q12.2. O
primeiro gene foi mapeado em 1998 em uma familia
paquistanesas e, posteriormente, outros quatro foram
identificados em outras familias.6-10 Os genes de
MPAR1 e MPARS ja foram clonados. A MPARI1 ¢
causada por mutagdes em homozigose no gene
microcefalina, que apresenta altos niveis de
expressdo nas paredes dos ventriculos laterais, onde
células progenitoras dividem-se e originam
neurdnios que migram para formar o cortex cere-
bral.13 Em MPARS5, mutagdes em homozigose
ocorrem no gene ASPM (abnormal spindle-like
micracephaly associated), envolvido na formacédo e
no funcionamento do fuso mitético nos neuroblastos
da fase embrionaria. Alteragdes da proteina codifi-
cada por esse gene impedem que neuroblastos em
divisdo celular progridam além da metafase, prejudi-
cando, assim, o desenvolvimento do sistema nervoso
central.14

Analises de ligagdo com a familia 2, ao
sugerirem que a microcefalia, nessa familia, ndo era
causada por muta¢des em nenhum dos seis locos
mapeados previamente, levantam a possibilidade de
existéncia de um novo gene associado a MPAR
aguardando identificagdo. Considerando-se a
complexidade do desenvolvimento do cérebro, um
processo que envolve um balango da proliferagao,
migracdo e apoptose neuronais, !5 ja era esperado que
a microcefalia primdria apresentasse importante



heterogeneidade genética, entretanto essa hetero-
geneidade de locos ndo ¢ acompanhada de uma
heterogeneidade fenotipica correspondente, porquanto
todas as familias em que se mapearam os diferentes
locos apresentavam quadros clinicos bastante
semelhantes, ndo sendo possivel, com base apenas
em dados clinicos, diferenciar-se as seis formas
entre si.16

Na familia 3, o paciente 111-4 apresentava quadro
tipico de MPAR, mas sua irma afetada manifestava
retardo neuropsicomotor grave com espasticidade
generalizada, o que viabiliza a hipdtese de patologia
associada, ainda que ndo identificada. Analisando 48
casos (19 familiais, distribuidos em nove familias, e
29 casos isolados) de microcefalia ndo-sindrémica
com provavel modo de heranga autossdmico reces-
sivo, Tolmie ef al.17 observaram que sete dos casos
isolados e cinco das nove familias com mais de um
afetado apresentavam microcefalia acompanhada de
espasticidade e/ou crises convulsivas, e que a severi-
dade da microcefalia ¢ da espasticidade variava entre
as familias e também entre os irmaos afetados.
Contudo, essas familias, assim como a familia 3 aqui
descrita, nao foram estudadas com técnicas de DNA.
A analise molecular dessas familias poderia
esclarecer se, eventualmente, genes determinantes
de microcefalia estariam etiologicamente implicados
na ocorréncia de manifestacdes neurologicas
adicionais. Outro aspecto relevante relativo a familia
3 ¢é o fato de que os irmdos I1I-1, III-2 e III-3 apre-
sentavam medidas de perimetro cefalico nos limites
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inferiores de normalidade e dois deles (I11-2 e I11-3)
exibiam deficiéncia mental leve, enquanto os
perimetros cefalicos de seus genitores situavam-se
em torno da média populacional. Assim, julgamos
pertinente questionar se os fenotipos desses trés indi-
viduos representam manifestagdes suaves de
mutagdo em homozigose em um dos genes determi-
nantes de microcefalia primaria, ou manifestacdes
do gene mutante em heterozigose. Essa questdo
poderia ser elucidada com a analise molecular dessa
familia, que ainda ndo foi realizada.

Casais com criangas portadoras de microcefalia
sdo freqiientemente encaminhados aos servigos de
genética médica para avaliacdo diagnostica e aconse-
lhamento, e uma parcela substancial dessas criangas
consiste de casos esporadicos de microcefalia isolada.
Nio ¢ surpreendente que esses casos representem
problemas especiais para o aconselhamento genético.
Havendo apenas uma crianga afetada na familia, sem
anomalias associadas que permitam o diagndstico de
sindrome especifica e sem consangiiinidade parental,
torna-se dificil discernir se a causa da microcefalia é
genética ou ambiental. O mapeamento ¢ a caracteri-
zagdo molecular dos genes causadores de microce-
falia, e a identificagdo de seus produtos e fungdes
correspondentes, constituem uma contribui¢do extra-
ordinaria a compreensdo da patogénese da microce-
falia. E esses conhecimentos poderdo ser utilizados no
diagnostico pré-natal, na detecgéo de heterozigotos,
no diagnodstico e — possivelmente no futuro - trata-
mento dos afetados.
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