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RESUMO

VIANA, LM. Analise genético-molecular de Migranea vestibular familiar. 2014.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2014.

Introdugdo: Migréanea vestibular é caracterizada por vertigem episodica
associada a enxaqueca e, em algumas familias, é transmitida como heranga
autossObmica dominante. Bahmad e colegas descreveram um locus no
cromossomo 5 em uma familia com varios portadores de Migranea vestibular
segregando de forma autossébmica dominante, porém nenhuma mutagao foi
identificada. Objetivo: o objetivo deste estudo é descrever a analise genético-
molecular de uma familia com varios portadores de migranea vestibular.
Materiais e meétodos: 29 membros foram analisados clinicamente e 14
geneticamente, sendo 5 portadores da doenga. Para identificar o gene
responsavel por essa condigdo nos varios membros dessa familia, foi realizado
o estudo de analise de ligagdo com o chip “lllumina Human Omni Express”
versao 12v1_A. LOD scores foram calculados usando os programas Vitesse e
linkmap. O sequenciamento do exoma foi realizado em 3 individuos afetados
com o kit de captura da Nimblegen SeqCap EZ exome V3. O sequenciamento foi
feito em um sequenciador lllumina GAIIX ou HiSeq 2000. Arquivos do tipo Fastq
foram alinhados com novaoalign. Resultados: calculos de analise de ligagao
multipontos, usando uma penetrancia de 0.85, baseado na historia familiar, e
frequéncia de alelos determinados de membros nao afetados da familia,
identificou um pico de LOD score de +2.9 entre rs6517577 e rs3169 no
cromossomo 21. Sequenciamento do exoma identificou uma mutagdo missense
no gene BACE 2 (rs149345353) encontrado neste locus. Os casos esporadicos
nao apresentaram a mesma mutacdo. Conclusdo: Trata-se da primeira mutacgéo
descrita na literatura em portadores de Migranea vestibular. A auséncia da
mutacado nos individuos afetados esporadicamente sugere que nem todos os

casos sao transmitidos geneticamente ou uma heterogeneidade genética da



doenga.

Palavras chave: Migranea Vestibular; Enxaqueca ; Vertigem; Familiar Ligacao
Genética; Exoma; BACE2



ABSTRACT

Viana, LM. Genetics Analysis of Familial Vestibular Migraine Thesis (Doctoral) —

Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

Introduction: Familial Vestibular Migraine is characterized as episodic vertigo and
migraine, and it is inherited as an autosomal dominant trait in some families.
Bahmad et al have described a locus on chromosome 5 in a multigenerational
family with many affected members, though no mutation has been described.
Objective: the objective of this study is to describe the genetics analysis of a
family with many affected members by Vestibular Migraine. Material and
Methods: 29 members were clinically characterized and 14 had the genetics
assessment (5 affected). To identify the gene related to that disease a linkage
analysis was performed using the ‘lllumina Human Omni Express’ chip verion
12v1_A. LOD scores were calculated using the vitesse and linkmap software.
Exome sequencing was done in 3 affected individuals with the Nimblegen
SeqCap EZ exome V3 kit. lllumina GAIIX or HiSeq 2000 sequencer performed
the sequencing. Fastq files were aligned with novoalign. Results: Multipoint
linkage analysis, using a penetrance of 0.85 based on familiar history, identified a
LOD score peak (+2.9) between rs6517577 and rs3169 on chromosome 21.
Exome sequencing identified a missense mutation in BACE2 gene
(rs149345353), which lies in that locus. The sporadic cases didn’t show the same
mutation. Conclusion: This is the first mutation described in a family with
vestibular migraine. The absence of the mutation in sporadic cases suggests that
either might have a genetic heterogeneity or non-genetic causes for Vestibular
Migraine.

Keywords: Migraine; Vertigo; Familial; Linkage Analysis; Exome sequencing;
BACE2
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1 INTRODUGAO

1.1 REVISAO HISTORICA

Migrénea vestibular esta se tornando cada vez mais reconhecida como
uma entidade clinica distinta que é responsavel por uma alta propor¢cao de
pacientes com sintomas vestibulares. Desde a Grécia antiga, Aretaeus da
Capadocia em 131 d.C. ja havia reconhecido a associagdo entre enxaqueca e
disturbios da audicdo e equilibrio.(1) Em 1861, em seu classico artigo, Prosper
Méniére descreveu a presenga de sintomas auditivo-vestibulares em pacientes
portadores de enxaqueca.(2) Living et al., em 1873 descreveu uma clara
associagao entre vertigem e enxaqueca. A partir dessa descri¢gdo, essa relagao
entre os sintomas foi relatada por varios autores: Gowers et al., 1907; Symonds
et al.,1926; Graham et al., 1968; Kayan et al., 1984, definindo o conceito de que
vertigem, déficit de audicdo e zumbido faziam parte dos sintomas apresentados
por alguns pacientes portadores de enxaqueca.(3-6) Bickerstaff, em 1961,
introduziu o conceito de Sindrome da Enxaqueca Basilar, caracterizada por
cefaleia occipital com sinais ou sintomas de disfungao de pares cranianos e/ou
tronco encefalico, a saber: disturbios visuais, vertigem, ataxia, disturbios da fala,
zumbido e alteragbes sensoriais nas extremidades.(7) As crises de vertigem
recorrentes associadas a enxaqueca em criangas foram descritas por Basser em
1964.(8)

Disturbios no equilibrio de varios tipos tém sido relatados durante a crise
de cefaleia em portadores de enxaqueca, como vertigem rotacional, vertigem
posicional, tontura, intolerdncia @ movimentagao cefalica, aléem de outras formas
menos comuns. (4,9-11) Os pacientes com diagndstico classico de enxaqueca,
que apresentam ou apresentaram na infancia ou na vida adulta quadros de
cinetose, parecem ser mais susceptiveis a desenvolver crises de vertigem
(4,10,11) Dentre os disturbios auditivos relatados por estes pacientes, a
fonofobia (intolerancia a ruidos intensos) e hiperacusia (sensibilidade anormal a

ruidos) como descritas primeiramente por Tissot em 1778 (citado por Sachs et



al., 1970), podem estar relacionadas a cefaleia.(1)

O trabalho publicado na Gazette Médicale de Paris, em 1861, intitulado
de “Memoria sobre Lesdes do Ouvido Interno”, foi apresentado pelo Doutor
Méniere, professor da Faculdade do Instituto Imperial de Surdos-Mudos na
Academia Imperial de Medicina na Reunido de 8 de janeiro de 1861. Conforme
trecho descrito pelo préprio Prosper Méniére "Eu tenho observado, ha longo
tempo, certo numero de doentes que apresenta um grupo de sintomas, sempre
0S mesmos, sintomas que parecem graves, dando ideia de uma lesdo organica
deploravel, espécie que se renova de tempos em tempos durante semanas,
meses, anos e que desaparecem rapidamente e oferecem como resultado
comum a abolicdo do sofrimento".(2) O trabalho teve continuidade com a
descrigao fidedigna de um paciente em plena crise. Descreve, com riqueza de
detalhes, o quadro clinico e sintomas associados a angustia do paciente frente
ao quadro apresentado e chamava atencdo ao fato de esses pacientes nao
apresentarem, durante a crise, sinais de paralisia, desvio na face ou lingua,
linguagem preservada, inteligéncia intacta e resume: "Nao existe apds a crise
nenhum sinal de comprometimento cerebral; a marcha & segura e a consciéncia
preservada". A publicacdo desse trabalho causou reagao entre os neurologistas
e deu origem a uma discussao na época, porque Prosper Méniere baseou-se na
observacdo clinica de alguns pacientes que apresentavam esses sintomas e
associou seus achados clinicos aos experimentais de Flourens em 1830. Ele
acreditava que o orgao responsavel pelos sintomas era um o6rgdo periférico,
orelha interna, e n&o central, envolvendo cérebro, meninges ou cerebelo.

A presenca ndo rara de pacientes que mimetizam muitas vezes a
apresentacado clinica da sindrome de Méniére, associada a quadros de
enxaqueca, mas que nao apresentavam critério diagnostico devido a auséncia
de hipoacusia, levou os especialistas a proporem a descricdo de uma nova
entidade clinica que, na lingua inglesa, possui diversas denominacdes, a saber:
migraine-associated dizziness, migraine-related dizziness, migraine-related
vertigo, migrainous vertigo, migraine-anxiety related dizziness.(6) No Brasil, essa
patologia foi denominada Migranea vestibular ou enxaqueca associada a



disfuncao cocleo-vestibular.(12)

1.2 AVALIAGAO GENETICA AO LONGO DOS ANOS

Pacientes com vertigem recorrente ou desequilibrio formam um grupo
heterogéneo que apresenta desordens complexas que afeta o sistema vestibular
periférico e central e representam um diagndstico desafiador para os
otorrinolaringologistas, pois sua base genética ndo é totalmente conhecida. A
enxaqueca tem um componente genético forte e €, frequentemente, observado
em familias de pacientes e embora o genes associados ao surgimento da
enxaqueca tenha comegado a tornar-se conhecido (13,14), as variantes alélicas
compartilhadas entre vertigem e enxaqueca permanecem uma lacuna ser
preenchida.

Diversos estudos sobre as sindromes vestibulares associadas a
enxaqueca tém sido realizados nos ultimos anos. (15-17) Histéria familiar de
Sindrome de Méniere tem sido descrito em 10-19% dos casos e sua herancga
tem sido relatada como autossomica dominante com penetréncia incompleta
estimada em cerca de 60%. Antecipacado para Sindrome de Méniére Familiar,
dependendo do numero de pacientes afetados por geracdo, tem sido descrita
em diversas familias, incluindo inicio mais precoce e tendéncia a maior
gravidade dos sintomas nas geragdes seguintes. (18-20)

Em 1992, Oliveira e Braga publicaram a descricdo de uma familia afetada
por sintomas da sindrome de Méniére. O modo de transmissao genética era
autossdmico dominante; havia cefaleia associada a varios pacientes e o
paciente indice foi submetido a uma drenagem do saco endolinfatico com
evidente melhora e persisténcia dos sintomas vertiginosos, bem como, o
estacionamento da perda de audicdo. Com base nesses achados, parece nao
haver diferenca entre a sindrome hereditaria e a esporadica como pensavam
Konigsmark e Gorlin, e que o modo de transmissdo autossdbmico dominante
estava comprovado, enquanto o autossOémico recessivo necessitava de

comprovacao. Foram além ao afirmar que é possivel que a sindrome de Méniere



idiopatica (Doenga de Méniére) pode ter sempre um determinante genético que,
as vezes, pode ser transmitido de modo autossémico dominante e, na maioria
das vezes, é esporadico. (21,22)

Em 1997, Oliveira e colaboradores descreveram outra familia com
Sindrome de Méniére e cefaleia. (21) Os autores caracterizaram a cefaleia como
sendo enxaqueca e, em 2002, Oliveira e Messias descreveram 5 familias com
Sindrome de Méniére e enxaqueca com transmissao autossémica dominante.
Neste trabalho, foi aventada a possibilidade de uma etiologia genética
monogénica para a Sindrome de Meéniére e enxaqueca. (23) Uma regiédo
candidata para a Sindrome de Méniére Familiar foi identificada no cromossomo
12p12.3 em estudos de ligagdo genética em trés grande familias suecas.(24)
Essa regido foi analisada em 15 familias com varios casos segregando em pelo
menos dois pacientes. A associagao alélica confirmada define um haplétipo em
12p12.3 entre os marcadores D12S373 e GT27.(25) Dois genes estdo
localizados na regidao: RERG/RAS-like gene (RERGL) e um gene PIK3C2G,
entretanto, nenhum desses genes apresenta alteragbes nas sequéncias
codificantes em pacientes com Sindrome de Méniére Familiar. Em contraste,
dois SNPs nao codificantes proximos ao éxon 29 de PIK3C2G, rs12827507 e
rs11044211 foram, fortemente, associados a Sindrome de Méniére Familiar em
familias suecas. (25)

Outro estudo com 19 familias alemas com 52 membros afetados por
Sindrome de Méniére Familiar (27% dos casos, bilateral) encontrou ligagdo com
uma regido no cromossomo 5 (LOD SCORE = 1.9) e 13/19 familias
apresentaram ligagdo consistente com a regido identificada pelo D5S644, que
contém 105 genes conhecidos.(26) Essas familias tinham uma prevaléncia de
enxaqueca de cerca de 39% e apresentaram um inicio mais precoce da doenca
na terceira e quarta geragdes. A Sindrome de Méniére Familiar também foi
investigada em oito familias holandesas, que apresentaram padrdo de heranga
autossbmica dominante. (27) O mesmo padrao de heranga foi observado nos
pacientes britdnicos e alemaes. (16,26) Um estudo recente em 16 familias

finlandesas n&o confirmou a antecipagdo, co-segregagcdo com enxaqueca ou



ligacdo a regido 12p.12.3 encontrada em familias suecas, sugerindo uma
heterogeneidade genética para Sindrome de Méniére Familiar.(27)

Diversos estudos realizados mostram a enxaqueca como sendo uma
doenga complexa poligénica, o que explicaria a heterogeneidade clinica
(cefaleia, aura ou vertigem). Um recente estudo de associagédo genética (GWAS)
de 2.731 pacientes europeus com enxaqueca identificou associacdo com o SNP
rs1835740 no cromossomo 8q22.1 (P = 5.38x1.10°, odds ratio = 1 1.23, 95% ClI
1 1.150-1.324). A associagéao foi replicada em 3.202 casos e 40.062 controles.
O rs1835740 esta localizado entre MTDH (astrocyte elevated gene 1, também
conhecido como AEG-1) e PGCP (plasma glutamate carboxypeptidase). Em um
estudo de expressdo de células linfoblasticas, niveis transcritos de MTDH,
mostraram uma correlagao significante com o alelo menor na regido rs1835740.
MTDH diminui a expressédo de SLC1A2, o gene que codifica o transportador
maior de glutamato (EAATZ2) no cérebro (28,29), o que sugere que a variante
identificada regula glutamato na sinapse.

Em outro estudo do tipo GWAS, incluindo 5.122 individuos com
enxaqueca e 18.108 sem enxaqueca, rs2651899 (1p36.32,PRDM16),
rs10166942 (2q37.1,TRPMS8) e rs11172113 (12q13.3, LRP1) estiveram entre os
maiores marcadores associados com enxaqueca. A meta-analise de trés coortes
incluindo 774 individuos da Holanda, 306 da Alemanha e 2.748 do consorcio de
genética internacional para cefaleia confirmaram a associagdo quando as
coortes de descoberta e replicagdo foram misturadas. (14) TRPMS8 codifica — se
um sensor para frio e dor induzida por frio e € um alvo para dor neuropatica. (30)
O papel potencial de PRDM16 na enxaqueca néao € claro. LRP1 é um membro
da familia de lipoproteinas que modulam a transmissdo sinaptica e colocaliza
com o receptor de NMDA em neurdnios (31), reforgcando que a homeostase do
glutamato é relevante na fisiopatologia de enxaqueca. Um desafio futuro sera
um GWAS de pacientes com Migranea vestibular, pois trata-se de um subgrupo
de pacientes com enxaqueca para definir endofenétipos e uma analise mais
aprofundada desses genes que expressam fatores relacionados a transmissao
sinaptica e a dor em Migrénea vestibular.



Em 1994, uma série de trés familias com multiplos membros que
apresentavam enxaqueca e episodios de vertigem durando minutos seguidos de
perda progressiva da fungéo vestibular periférica, foi relatada. (32) Em 2009,
Bahmad et al (33) descreveram uma familia de quatro geragdes com 23
membros com Migranea vestibular herdada de forma autossémica dominante.
Membros dessa familia tinham vertigem episddica e enxaqueca com aura.
Nesses pacientes, o inicio da enxaqueca precedeu o inicio da vertigem em cerca
de 15 a 20 anos em média. A analise de ligacdo nessa familia definiu um
intervalo de 12.0 MB no cromossomo 5q35 entre os loci rs24895 e D5S2073
(LOD Score 4,21). Genes candidatos nessa regido incluem KCNMB1 (Kv
channel interacting protein 1 isoform 1), KCNIP1 (potassium large conductance
calcium activated), ATP6VOE (ATPase, H+ transporting, lysosomal, VO subunit
E), SLC34A1 (solute carrier family 34 sodium phosphate), GABRP (gamma-
amino butyric acid-GABA A receptor); DRD1 (dopamine receptor D1); e HRH2
(histamine receptor H2) foram sequenciados, mas nenhuma mutagdo foi

identificada.

1.3 CRITERIO DIAGNOSTICO PARA MIGRANEA VESTIBULAR

Atualmente, a Unica doenca associada a sintomas vestibulares no
espectro da enxaqueca aceita pela International Headache Society (IHS) é a
enxaqueca basilar (Painel 1), que é caracterizada pela ocorréncia de sintomas
neurolégicos originarios do tronco encefalico ou de ambos os hemisférios
cerebrais simultaneamente.(34) O diagndstico de enxaqueca basilar poderia ser
mais apropriadamente classificado como do tipo migranea com aura.(35) Em
dois grupos de pacientes com enxaqueca basilar, cerca de 62% relataram
vertigem como um sintoma.(36,37) Entretanto, poucos pacientes com enxaqueca
e sintomas vestibulares preenchem critério para enxaqueca basilar.(38) Além
disso, embora alguns pacientes com enxaqueca tenham vertigem como sintoma

premonitorio, a vertigem ndo pode ser frequentemente caracterizada como uma



aura por causa de sua duragcdo ou associagao temporal com a cefaleia.
Portanto, com os atuais critérios de classificagdo da IHS, os sintomas
vestibulares de muitos pacientes com enxaqueca deveriam nao ter relacdo com
o diagndstico atribuido. Entretanto, muitos pacientes com sintomas de
enxaqueca e sintomas vestibulares ndo tém uma classificagcdo adequada, como
a Doenga de Méniere, Vertigem posicional paroxistica benigna ou neurite
vestibular. Dessa forma, Neuhauser e colegas (39) desenvolveram critério
diagndstico para o que hoje € conhecido como Migrénea vestibular, uma
desordem na qual os sintomas vestibulares séo julgados como parte de uma
cascata de alteragbes migranosas (Painel 2). Quase 1% da populagdo geral
encontra critério para migranea vestibular (39), o qual é cinco a dez vezes mais

comum do que Doenga de Méniére. (40)



Cédigo OMS
CID-10NA

[G43]
[G43 0]
[G43.1]
[G43.10]
[G43.10]
[G43.104]
[G43.105]
[G43.105]
[G43.103]
[G43 .82]

[G43.82]
[G43.820]
[G43.821]
[G43.81]
[G43.3]
[G43.3]
[G43.2]
[G43.3]
[G43.3]
[G43 3]+
[G40 x ou
G41 x]*
[G43.83]
[G43.83]
[G43.83]

Diagndéstico
[e cédigo CID-10 etiolégico para cefaléias
secundarias]

Migranea
Migranea sem aura
Migranea com aura
Aura tipica com cefaléia migranosa
Aura tipica com cefaléia ndo-migranosa
Aura tipica sem cefaléia
Migranea hemiplégica familiar (MHF)
Migranea hemiplégica esporadica
Migranea do tipo basilar
Sindromes periddicas da infancia comumente
precursoras de migranea
Vomitos ciclicos
Migranea abdominal
Vertigem paroxistica benigna da infancia
Migranea retiniana
Complicacdes da migranea
Migranea cronica
Estado migranoso
Aura persistente sem infarto
Infarto migranoso
Crise epiléptica desencadeada por migranea

Provavel migranea
Provavel migranea sem aura
Provavel migranea com aura

Painel 1 - Classificacdo de enxaqueca ou Migranea segundo a IHS (12)



Definida

+ Episodios de sintomas vestibulares, de moderada a severa intensidade (vertigem rotacional, vertigem posicional. outras sensagdes de
intolerancia a movimentacao cefalica)

+ Enxaqueca segundo os criterios da Sociedade Internacional de Cefaléia, 2001.

+ Pelo menos um dos seguintes sintomas de enxaqueca durante pelo menos dois ataques de tontura:
Cefaleia, fotofobia, fonofobia, disturbios visuais ou outros sintomas de aura

+ Exclus@o de outras causas depois de investigacdo clinica

Provavel

+ Episodios de sintomas vestibulares, de moderada a severa intensidade (vertigem rotacional, vertigem posicional. outras sensagdes de
intolerancia a movimentacdo cefalica)

+ Pelo menos um dos seguintes sinais segundo a I[HS para pacientes com enxaqueca:
Sintomas enxaquecosos durante ao menos dois episodios vertiginesos;
Sinais "gatilhos™ para quadros de enxaqueca como alguns alimentos;
Iiregularidacles do sono:
Mudancas hormonais
Reposta positiva a drogas anti-enxaqueca.

+ Descartar outras causas definidas de tontura apos devida investigacao diagnostica.

Sintomas vestibulares *“leves” foram definidos como aqueles que néo irterferem nas atividaces diarias do individue: “moderados™ quando
interferem nas atividades diarias mas néo as impede. e “severos” quando ha impedimento pelo individuo de exercer suas atividades diarias.

Vale lembrar que tonturas de origem nao-vestibulares como hipotensao ortostatica nao foram incluidos.

Painel 2 - Classificacao de Migranea vestibular segundo Neuhauser e colegas (39)

Os critérios diagnosticos para Migrénea vestibular foram avaliados
recentemente em um artigo com um longo acompanhamento de pacientes.
(41,42) Recentemente, Cohen et al., (43) propuseram o desenvolvimento de
critério diagnostico pela IHS para englobar a heterogeneidade e historia natural
de Migranea vestibular. O critério diagndstico para Migrénea vestibular proposto
internacionalmente, baseado naqueles da Barany Society e na IHS seréo
incluidos em um apéndice da terceira edicdo da Classificagado internacional de
cefaleias. Esse apéndice sugerira que Migrénea vestibular € uma nova doenga

pela qual mais pesquisa é necessaria. (44)



1.4 EPIDEMIOLOGIA DE MIGRANEA VESTIBULAR

Dados epidemiologicos reforgam a importéncia cada vez maior atribuida a
migranea vestibular nos ultimos anos. Lempert e Neuhauser relataram uma
prevaléncia ao longo da vida de 16% para enxaqueca, 7% para vertigem e uma
comorbidade de 3.2%, em vez de 1.1% como seria esperada ao acaso. (40)
Neuhauser e colegas (45) relataram que Migranea vestibular tem uma
prevaléncia, em um ano, de 0.89% e € responsavel por cerca de 10% dos
pacientes vistos por tontura e por volta de 10% dos pacientes vistos por
enxaqueca nos respectivos ambulatorios.

A literatura médica internacional ndo da a relevancia devida a entidade, o
que sugere que essa doencga seja subdiagnosticada em muitos casos. Um
estudo desenvolvido por Lipton e colegas, em 2002, com uma amostra de 4.376
pacientes, mostrou que a enxaqueca acomete individuos na faixa etaria mais
produtiva de suas vidas entre os 30-39 anos (25,7%), 40-49 anos (24,4%) e 18-
29 anos (22,3%), levando-nos a acreditar na importdncia do adequado
diagnostico e conduta terapéutica dessa doencga.(46)

Essa ligacédo torna-se ainda mais evidente quando analisamos estudos
epidemioldgicos realizados com pacientes portadores de enxaqueca: 28 a 36%
dos pacientes apresentam quadro de tontura associada e 25 a 26% apresentam
quadro de vertigem. De forma similar, 36% dos pacientes que se queixam de
tontura podem ser enquadrados nos critérios clinicos de enxaqueca e 61% dos
pacientes com vertigem de causa desconhecida também se enquadram nos
critérios clinicos para enxaqueca.(47) Em dois estudos caso-controle, Furman e
colaboradores evidenciaram o fato de que tontura e vertigem ocorrem em 54%
dos pacientes com enxaqueca e, em apenas 30% dos pacientes com outros
tipos de cefaleia, como a cefaleia tensional, reforcando a hipétese de
comorbidade entre enxaqueca e disturbios cécleo-vestibulares. (48,49)



1.5 SINTOMATOLOGIA

A severidade e o progresso da doenga € muito variavel entre os

pacientes, assim como a ocorréncia e a duragédo dos sintomas de cada ataque.

1.5.1 Vertigem

A vertigem é o sintoma mais incapacitante. Pode ser definida como uma
falsa sensa¢ o de movimentos rotatorios e é dividida em dois tipos: subjetiva, o
paciente sente que esta rodando e o ambiente parado; e objetiva, quando o
paciente sente que o ambiente esta rodando e ele parado. Devemos lembrar a
diferenca existente entre a vertigem e a tontura. Esta ultima & definida como
uma ilusdo de movimento, uma sensacao de perturbacdo do equilibrio corporal,
nao rotatoria. A vertigem é o principal sintoma e faz com que o paciente procure
assisténcia médica e, em um terco dos casos, é o primeiro sintoma. Na fase
inicial, a vertigem pode durar de vinte minutos a horas, acompanhada ou n&o de
outros sintomas, incluindo sintomas neurovegetativos (nauseas, vomitos), com
frequéncia e intensidade variaveis, podendo ocorrer exacerbacdo maxima em
um ano ou mais. Nos primeiros anos, observa-se aumento da intensidade e
frequéncia dos sintomas, intercalado por periodos assintomaticos, com ou sem o
uso de medicacdo. As crises podem ser precedidas por uma "aura" como, por
exemplo, plenitude auricular ou zumbido.

A tensdo emocional e a ansiedade tendem a desencadear os ataques. A
crise comega com a sensagao intensa de rotacdo corporal e cefalica que vem
associada a palidez, a diaforese, a prostracdo, a nauseas e a vOmitos. Os
sintomas podem se exacerbar com o minimo movimento da cabega. Durante o
ataque, o paciente esta bem orientado, ou seja, ndo apresenta perda de
consciéncia, e nao apresenta déficit neurolégico como parestesia, diplopia,
disartria, paralisia, etc. Pode apresentar dificuldade visual pela presenca de



nistagmo. Em alguns casos, os sintomas podem ceder pouco a pouco com
repouso e sono, enquanto que, em outros casos, apesar de desaparecerem 0s
sintomas no repouso, persiste a intolerancia ao movimento e a instabilidade
pode persistir por alguns dias. Esse quadro pode evoluir com problemas
psicologicos severos, porque O paciente tem a sensacgdo persistente de
instabilidade, interferindo na vida profissional, social e familiar, tornando o
paciente muitas vezes tenso, ansioso e socialmente incapacitado. Freud em
1887, como neuropatologista ja se preocupava com os achados de alteragdo
psiquica nos pacientes vertiginosos e afirmou, em 1895, que a disposi¢céo
psiquica era um fator determinante no aparecimento e manutengdo dos

diferentes sintomas.(50)

1.5.2 Cefaleia

As cefaleias podem resultar de estimulo, tracdo ou pressado sobre
qualquer uma das estruturas sensiveis a dor; todos os tecidos que recobrem o
cranio, o 5°, 9° e 10° nervos cranianos e 0S nervos cervicais superiores, 0s
grandes seios venosos intracranianos, as grandes artérias da base do cranio e a
dura-mater. Sabe-se que a dilatacdo ou contracdo da parede dos vasos
sanguineos estimula as terminagdes nervosas, causando a cefaleia. (51)

Ha diversos tipos de cefaleia e a Enxaqueca (Migranea) € uma das mais
frequentes e de alta prevaléncia na populagcdo geral, seguida da cefaleia
tensional. A enxaqueca é definida como um disturbio paroxistico caracterizado
por ataques recorrentes de cefaleia com ou sem disturbios visuais e
gastrointestinais associados. (52) Muitos autores contribuiram para a definigéo,
o diagnostico e os possiveis tratamentos dessa doenca, como bem relatada e
detalhada na publicacdo de Pearce em 1986. A descricdo mais antiga
encontrada foi a de Hipécrates (460 - 370 a.C.) nos seus poemas
mesopotamicos. Ele sofria muitas crises severas de dor localizada na "metade
da cabeca" associada a disturbios visuais. Na época, mencionava-se o uso de
drogas terapéuticas e plantas e seus efeitos diuréticos. Celsus (30 d.C.), amigo



do Imperador Romano (Tibério), ndo era médico e, apesar do pouco
conhecimento em medicina, reconheceu a enxaqueca e referenciou, na época,
suas provaveis causas. Aretaeus (131 d.C.) discorreu sobre cefaleia e
caracterizou quadros migranosos com alteragdes auditivas e do equilibrio.?®
Galeno (131 - 201 d.C.) distinguiu a natureza da enxaqueca de outras cefaleias
comuns e usou o termo "Hemicrania" para defini-la. Caelius Aurelianus (400
d.C.) descreveu a enxaqueca com outros sintomas como vertigens, alteracdes
visuais (lacrimejamento), alteracées da audicdo e gastrointestinais. Thomas
Willis, talvez o grande precursor da neurologia moderna, foi incisivo nos
problemas da enxaqueca, tanto no diagndstico quanto no tratamento. Na
etiologia, citou a influéncia do fator hereditario e sua relagdo com trauma ou
alteragao emocional. (53)

Enxaqueca frequentemente comecga na infancia e na adolescéncia e é
mais frequente nas 2% a 4° décadas de vida. Variagdes existirdo na localizagéo e
na caracteristica da dor, dependendo do tipo de enxaqueca. A classificagédo
desta obedece a Classificagdo de Enxaqueca da Sociedade Internacional de
Cefaleia de 2004.(12) Considerada como um disturbio bioquimico implicando
diversos neurotransmissores no sistema nervoso central, especialmente o 5-HT
(serotonina), a Enxaqueca, possivelmente, tem como substrato uma combinagé&o
de anormalidades vasculares e neurais. Essas alteragcbes da neurotransmissao
coordenada pelo sistema limbico podem também ocasionar disfungdes em
diversos orgaos e sistemas, gerando manifestagdes clinicas, tais como tensao
pré-menstrual, rinite vasomotora e disfungdes vestibulares. (55)

Com forte tendéncia familiar a migranea, como as disfungbes
vestibulares, pode induzir a disturbios da linguagem em criangas. A incidéncia
de vertigem em associagdo com enxaqueca ¢é alta. Estima-se que
aproximadamente 70% dos pacientes migranosos apresentem vertigem e/ou
outros tipos de tontura de origem vestibular. Podemos encontrar varios quadros
clinicos otoneurolégicos com migranea, os assim chamados "equivalentes
migranosos".(55,56) Logo a avaliagado otoneurologica dos pacientes migranosos,
além dos cuidados na anamnese, testes auditivos e testes de fungao vestibular



devem ser efetuados. Ao exame otoneuroldgico, as alteragdes mais comuns
correspondem a disfuncdo do sistema vestibular periférico enquanto o exame

auditivo € normal na grande maioria dos casos. (51)

1.5.3 Hipoacusia

Hipoacusia significa perda auditiva que, na migrédnea vestibular,
geralmente é incomum, mas, quando presente, pode ser enquadrada como
degeneragao coclear decorrente do envelhecimento (Presbiacusia), sendo do

tipo neurossensorial.

1.5.4 Zumbido

Zumbido, também denominado de tinnitus ou tinido, € uma sensacgao de
som percebido pelo individuo, independentemente de estimulo sonoro externo.
Esse sintoma pode ser descrito como a sensagao de uma campainha na orelha
afetada. Inicialmente, costuma aparecer ou piorar durante as crises, podendo
permanecer nos periodos intercrises em casos mais intensos. Geralmente, é
continuo e intermitente, mas nao é pulsatil. As vezes, é o primeiro sintoma da
doenga e pode preceder a todos os outros sintomas por alguns anos ou

aparecer junto a primeira crise de vertigem.

1.5.5 Plenitude auricular

Este sintoma pode ser comparado a mudancga da pressdo barométrica.
Alguns casos de migranea vestibular apresentam esta alteragdo. A sensacao
pode ser constante ou sua intensidade pode aumentar como uma “aura” que
precede o ataque de vertigem. Muitas vezes, existe antes que se evidenciem os
ataques definitivos.



1.6 RELAGAO ENTRE ENXAQUECA E VERTIGEM

Cefaleia do tipo enxaqueca é um dos mais comuns sintomas na pratica
meédica com uma prevaléncia anual de cerca de 10-12% em populagdes
ocidentais. (56) Vertigem também é uma causa frequente para consultas
meédicas, chegando a uma prevaléncia anual de 23% para todos os tipos de
vertigem e a 5% de vertigem rotacional. (57) Portanto, a chance de coocorréncia
das duas patologias, ao acaso, é de cerca de 1.1%. Entretanto, em contraste a
isso, séries de casos, assim como estudos populacionais, mostraram uma
coocorréncia de cerca de 3.2%. (58) Dessa forma, todas as evidéncias
disponiveis apontam para uma relagdo de comorbidade entre migrénea e
algumas formas de vertigem. Entretanto, recentemente, constatou-se que a
associagdo entre enxaqueca e vertigem ndo € devido a uma entidade clinica
unica, mas a varias sindromes vertiginosas. (59)

Ainda ndo é evidente qual seja o mecanismo patofisiolégico e se um
mecanismo ou varios estdo envolvidos na fisiopatologia da enxaqueca e da
vertigem. Além disso, como um especialista em cefaleia pode diferenciar entre
migranea vestibular e vertigem associada a migranea? A importancia desse
ponto € apresentada pelo estudo de Bisdorff e colegas (60), que mostra que a
tontura como um sintoma durante os ataques de cefaleia é relatado em 51% dos
episodios. Porém, esse achado n&o diferencia tontura devido ao ataque de
migranea por si s6 ou devido a uma comorbidade, por exemplo Sindrome de
Méniére, que desencadeia um ataque de enxaqueca, como foi mostrado por
experimentos de estimulagdo vestibular. (61) Baseado nos dados disponiveis, a
prevaléncia de migrénea vestibular durante a vida & de aproximadamente 1%,
quando os seguintes critérios foram utilizados: vertigem recorrente (posicional ou
rotacional); histéria de enxaqueca de acordo com os critérios da IHS de, pelo
menos, dois ataques em que enxaqueca e vertigem ocorreram juntas, ndo sendo
a vertigem explicada por outras desordens. (12) Em alguns desses ataques,

gravagdes oculograficas foram feitas e nistagmo patologico foi visto em 70% dos



pacientes; 50% apresentaram uma disfuncdo vestibular central, 15%
movimentos oculares como em uma lesdo vestibular periférica e, nos demais
pacientes, nenhum padrdo de ocorréncia pode ser identificado. (62) Pacientes
nao se queixaram de problemas auditivos durante ou fora dos ataques. O inicio
da enxaqueca parece ser dez anos mais precoce que o inicio da vertigem, e a
duracdo da vertigem € entre 1-24 horas na maioria dos ataques. (59) Os
mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis por esses achados ainda ndo s&o
conhecidos; ativagcdo das fibras trigeminais para a orelha interna durante a
ativagdo vascular-trigeminal (63), que causa extravasamento de plasma, tem
sido proposto como um mecanismo. Outra explicagao é a indugcao da depressao
espalhada no tronco cerebral (64) ou a depressdo difusa cortical nas areas
vestibulares e oculomotoras, no cértex temporoparietal, por exemplo. Uma rara
causa de ataques de enxaqueca vertiginosa € a ataxia episddica tipo 2. (65)
Além da vertigem de origem vestibular durante os ataques de enxaqueca, outros
mecanismos também podem contribuir para a sensacdo de tontura.
Sensibilidade geral aumentada em todos os tipos de estimulagdo sensorial
(fotofobia, fonofobia e osmofobia) pode ser um mecanismo. Essa sensibilidade
geral aumentada pode também contribuir para a prevaléncia elevada, conhecida
de intolerancia ao movimento dos portadores de enxaqueca. (66) Além disso,
ataques de pénico sdo algumas vezes descritos pelos pacientes como tontura
também e é muito mais prevalente que na populagéo geral. (67)

Mais interessantes sdo os achados, que algumas bem conhecidas
sindromes vertiginosas classicas, nomeadamente Sindrome de Meéniére e
Vertigem posicional paroxistica benigna (VPPB), podem ser encontrados mais
frequentemente que o esperado em pacientes com enxaqueca. Na literatura, a
prevaléncia de enxaqueca em pacientes com Sindrome de Méniere pode ser tdo
alta quanto 22-76% (55,68), mas estudos populacionais estdo ainda em falta. A
razao para tais comorbidades ainda ndo € conhecida; um possivel mecanismo
poderia ser a ativagao trigémino-vascular com consequente extravasamento de
plasma (69) e, em longo termo, desenvolvimento de uma hidropisia

endolinfatica. Similarmente, varias séries de casos indicam um aumentado risco



de VBBP em portadores de enxaqueca. Um estudo realizado por Ishiyama (70)
encontrou uma historia de enxaqueca trés vezes mais frequente em VPPB
idiopatica que em VPPB traumatica. Como em Sindrome de Méniére, a exata
conexao entre enxaqueca e VPPB nao € conhecida; uma hipdtese € que a
ativacdo trigémino-vascular da orelha interna pode também causar uma
acelerada degeneracdo das membranas dos otdlitos que pode ser a razéo para
o desprendimento de otocbnias que, entdo, sdo alocadas no labirinto. A
diferenciagao entre essas sindromes, que sdo mais frequentemente presentes
em portadores de enxaqueca, e vertigem migranosa, no mais estrito senso, é
importante porque as terapéuticas sdo diferentes. No caso de migrénea
vestibular, o tratamento é relacionado a enxaqueca, embora estudos controlados
nao tenham sido publicados ainda. No caso da VPPB, as manobras de
deliberacdo que ajudam a reposicionar as otocbnias sdo o tratamento de
escolha. (71) Sindrome de Méniére pode ser tratada com betahistina e
instilacdo de gentamicina intratimpanica na orelha interna. (72)

As consequéncias do desconhecimento dos critérios diagnosticos para
migranea vestibular é que os especialistas em cefaleia deveriam ser capazes de
diferenciar vertigem vestibular de uma tontura mais inespecifica e eles deveriam
estar familiarizados com os achados oculomotores mais prevalentes no caso da
Sindrome de Méniere (nistagmo espontaneo periférico ou nistagmo
desencadeado pelo head-shaking) e VPPB (breves ataques de nistagmo
geotropico na manobra de Dix-Halpike) a fim de distinguir corretamente entre
essas desordens. O desafio para a ciéncia, nos proximos anos, sera conquistar
mais conhecimentos na fisiopatologia de migranea vestibular.

Historicamente, enxaqueca tem sido considerada uma desordem, com
uma variedade de sintomas adjuntos, incluindo manifestagdes oculares, alodinia,
fotofobia e fonofobia, e vertigem/desequilibrio, para nomear algumas. O fato
historico é refletido nas classificagdes diagnosticas da IHS. O que esta se
tornando mais claro € que a enxaqueca, anos apos anos, € a desordem da
funcdo neurolégica que pode produzir um amplo espectro de mudangas na
percepgao sensorial, geralmente, uma intensificacdo e ou distorgao.



A definicdo centrada em cefaleia no quadro de enxaqueca tende a reduzir
a atencédo e a importancia dos outros sintomas e manifestagdes da doencga. Nos
melhores estudos de epidemiologia de migranea vestibular, todos os pacientes
tinham que encontrar os critérios da IHS para cefaleia do tipo enxaqueca e
sintomas vestibulares. Entretanto, isso pode subestimar a prevaléncia de
migranea vestibular. Especialistas em desordens do equilibrio concordarao que
existem muitos pacientes exibindo todos os sintomas e sinais de migranea
vestibular, mas ndo s&o relacionadas temporalmente (ou mesmo nenhuma
historia de cefaleia). Isto &€ exatamente analogo a enxaqueca ocular, mas os
sintomas oculares somente podem justificar um diagnostico de enxaqueca,
mesmo na auséncia de cefaleia. E tempo para considerar a redefinicido de
enxaqueca como um disturbio global do processamento dos sinais, no qual

cefaleia € uma manifestagdo comum.

1.7 EXAME FiSICO

Muitas pessoas e até mesmo varios profissionais de saude ainda tém em
mente a ideia de que enxaqueca € uma cefaleia unilateral, pulsatil, com
disturbios visuais e auditivos, geralmente associado a nauseas e a vomitos. Nao
que esse conceito esteja errado, muito pelo contrario, ele continua sendo o
aspecto mais conhecido da enxaqueca com aura, segundo os critérios adotados
pela Sociedade Internacional de Cefaleia [IHS] e descritos em 1988. (56) Porém,
atualmente, médicos pesquisadores atribuem a enxaqueca um aspecto mais
abrangente, como sendo uma alteragdo global de percepgdo sensorial
desenvolvida pelo individuo. Podendo ser incluido qualquer sintoma relacionado
com déficit de percepg¢des sensoriais, como disturbios auditivos, vestibulares,
olfativos, visuais, tateis, gustativos e posturais.(6,68,70)

O exame fisico de pacientes com migrénea vestibular € geralmente
normal entre episddios. Durante episédios de migranea vestibular, os pacientes

geralmente manifestam um nistagmo que sugerem uma anormalidade vestibular



central ou periférica. (73-75)

1.8 TESTES FISIOLOGICOS

Diversos autores ja tentaram realizar estudos de avaliagdo vestibular e
auditiva em pacientes com diagndstico de Migranea vestibular, na tentativa de
estabelecer um padréo de achados vestibulares que contribuisse no diagndstico
clinico dessa entidade, ou mesmo na tentativa de utilizar testes de fungao
vestibular para diferenciar Migranea vestibular de estagios iniciais de Sindrome
de Méniére.(76-78) Os achados fisiolégicos ndo podem, por si sO, serem
utilizados para diagnosticar especificamente migréanea vestibular por causa do
padrdo de inconsisténcia e alta incidéncia em pacientes com migranea sem
queixas vestibulares. (78)

Battista realizou uma analise dos achados audiométricos em 76 pacientes
com migranea vestibular e em 34 pacientes com diagnodstico de Sindrome de
Méniere. Com resultado, observou que apesar de haver algumas descrigdes na
literatura sobre alteragdes auditivas nos pacientes com Migranea vestibular, a
maioria deles apresenta niveis auditivos normais, enquanto que nos pacientes
com Sindrome de Méniere isso ndo € observado, considerando que a flutuagao
auditiva faz parte do quadro clinico tipico da Sindrome de Méniere. (79) Entre
10% e 20% dos pacientes com migranea vestibular apresentam um reducao
unilateral da fungédo vestibular (78,80-81) e muitos pacientes tém uma
preponderancia direcional. (80) Observa-se também que pacientes com
migranea vestibular tém maior oscilagdo postural. (81,82) Dois estudos
documentaram anormalidades dos potenciais miogénicos vestibular evocado
(VEMP) em pacientes com migranea vestibular, incluindo reduzida amplitude em
alguns casos unilateral e, em outros, bilateralmente. (83,84)

Resumidamente, ndo parece haver um padrdo tipico nos testes
vestibulares para determinar o diagnostico de migranea vestibular, reforgando

assim, cada vez mais, a importancia de uma boa historia clinica. Entretanto, os



testes fisiolégicos podem ser utilizados para excluir outras desordens
vestibulares, tais como Sindrome de Méniére e neurite vestibular e estabelecer a

extensdo das anormalidades vestibulares, caso presentes.

1.9 DOENCAS ASSOCIADAS

A fisiopatologia da enxaqueca associada a sintomas auditivo-vestibulares
ainda nao foi totalmente esclarecida, mas suas manifestagdes clinicas ocorrem
nas mais diversas formas. Normalmente, esses pacientes apresentam sintomas
que vao desde episodios de tontura ou quadros de vertigem aguda e constante
desequilibrio; eventualmente, perda auditiva neurossensorial, zumbido, plenitude
aural e até disacusia flutuante. Vale ressaltar que esses sintomas, muitas vezes,
se confundem com os sintomas classicos da Sindrome de Méniére e, em alguns
pacientes, € impossivel dizer se eles tém uma ou outra doenca, ou mesmo
ambas.

Pacientes com sindrome de Méniére s&o duas vezes mais suscetiveis a
ter enxaqueca que individuos sem a doenga (85), e pacientes com enxaqueca
sdo mais provaveis de ter um inicio mais precoce e bilateral de perda auditiva
com a sindrome de Méniere. Semelhantes a pacientes com sindrome de
Méniére, pacientes com VPPB sao mais provaveis de terem enxaqueca que
pacientes sem a mesma. (86) O achado altamente comum de VPPB em
pacientes com migranea vestibular complica essa associagao

Desordens psiquiatricas, especialmente ansiedade e depressdo, sao
comuns em pacientes com migranea vestibular. (87,88) Em um estudo
prospectivo de doengas psiquiatricas em sindromes vertiginosas, somente
pacientes com migranea vestibular tinham taxas elevadas desses sintomas um
ano apos o estabelecimento do diagndstico. (89) Pacientes com migranea
vestibular relataram mais vertigem, mais ansiedade somatica e alteracdes

autonémicas que outros pacientes com vertigem. (90)



1.10 TECNICAS GENETICAS PARA O DIAGNOSTICO DE DOENCAS
MENDELIANAS

O desenvolvimento de novas tecnologias revolucionou o campo da
genética. Agora somos capazes de determinar variagdes e a estrutura em um
nivel genémico, com resolugédo de pares de bases e avaliar seu impacto sobre
fendtipos de uma maneira sem precedentes.

Diversas técnicas de estudo foram desenvolvidas ao longo dos ultimos
anos na tentativa de encontrar mutagdes que sejam causadoras de determinada
doenga e assim entender melhor a fungdo dos genes e 0s mecanismos
causadores da doenca. Dentre essas técnicas, podemos destacar a analise de
ligagdo (linkage analysis), a abordagem de genes candidatos, os estudos de
associagdo por todo o genoma em grandes populagdes (GWAS), além do
sequenciamento do exoma (WES) e de todo o genoma de um individuo (WGS).
Abaixo, ha uma descricdo mais detalhada das técnicas utilizadas para essa

pesquisa.

1.10.1 ANALISE DE LIGAGAO (LINKAGE ANALYSIS)

O genoma humano é muito extenso e contém muitos milhares de genes.
Portanto, achar um gene em particular ou genes responsaveis por qualquer
doenca humana é sempre uma tarefa dificil, € quase, literalmente, encontrar
uma agulha no palheiro. Tradicionalmente, a pesquisa por genes causadores de
doengas comega com uma analise de ligacdo. Nessa técnica, o objetivo € achar
a localizacdo aproximada de genes relativos a outra sequéncia de DNA,
chamada marcador genético, que tem sua posi¢ao ja conhecida.

O principio da analise de ligagédo € simples. Todos 0os cromossomos vém



em pares, um herdado da mae e outro do pai. Cada par de cromossomos
contém os mesmo genes na mesma ordem, mas as sequéncias nao sao
idénticas. Isso significa que deveria ser facil descobrir se uma sequéncia
particular provem da mae ou do pai. Essas sequéncias variantes sdo chamadas
de alelos maternos e paternos. No caso do gene relacionado a doenga, os
alelos alternativos serdo o alelo normal e o alelo para a doenga, e eles podem
ser diferenciados ao observar a ocorréncia da doenga na arvore genealdgica ou
pedigree. Marcadores genéticos sdo sequéncias de DNA que apresentam
polimorfismos (variagbes em tamanho ou sequéncia) na populagédo. Eles estéo
presentes em todos e eles podem ser definidos (o alelo pode ser identificado)
usando-se técnicas tais como PCR (reacdo em cadeia de polimerase).

Essa habilidade para determinar a origem paternal da sequéncia de DNA
nos permite mostrar se houve recombinacdo. Recombinagdo ocorre em células
germinativas. Nessas células, os cromossomos maternos e paternos pareiam-se
e trocam partes. Apds a recombinacdo, os cromossomos contém uma mistura
de alelos maternos e paternos. Esse cromossomos misturados séo distribuidos

nos ovulos e espermatozoides e passados para as criangas. (Figura 1)
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Figura 1 - Principio da andlise de ligacdo. O diagrama superior mostra os
cromossomos paterno (azul) e materno (vermelho) alinhados em uma célula
germinativa, uma célula que da origem ao 6vulo ou espermatozoide. Trés
sequéncias de DNA sao mostradas, A, B e C. As letras maitusculas representam
os alelos paternos e as minusculas, os maternos. O painel do meio mostra o
processo fisico de recombinacao, que envolve crossing over das linhagens de
DNA entre os cromossomos pareados. O painel inferior mostra o que
acontece quando o crossover ¢ finalizado. Os alelos maternos e paternos estao
recombinados e esses cromossomos misturados sao passados para os 6vulos e
espermatozoides. Se A ¢ gene relacionado a doenga ¢ B e C sdao marcadores
genéticos, a recombinacao ¢ mais provavel de ocorrer muito mais frequente entre
A e C que entre A e B. Isso permite que o gene relacionado a doenga seja mapeado
relativo aos marcadores B e C.

Como a recombinagao ocorre mais ou menos randomicamente, se existir
uma grande distancia entre duas sequéncias de DNA em um cromossomo, ha
uma boa chance que a recombinacdo ocorra entre elas e os alelos maternos e
paternos serdo misturados (ver A e C na figura). Em contraste, se duas

sequéncias de DNA estdo muito proximas umas das outras, elas recombinarao



so raramente. Os alelos maternos e paternos tenderao ficar juntos (ver A e B na
figura).

Genes relacionados a doenga sao mapeados ao mensurar a
recombinacdo versus um painel de diferentes marcadores conhecidos
espalhados ao longo do genoma. Na maioria dos casos, a recombinagao
ocorrera frequentemente, indicando que a o gene relacionado a doenga e o
marcador estdo longe um do outro. Alguns marcadores entretanto, devido a sua
proximidade, tenderdo a ndo recombinar com o gene relacionado a doenga e
esses sdo ditos ser ligados a ele. ldealmente, marcadores proximos sao
identificados por flanquear o gene relacionado a doenga e definir uma regido
candidata do genoma entre 1 e 5 milhdes de pb (pares de bases) de
comprimento. O gene responsavel pela doenga esta localizado em algum lugar

nessa regiao.

1.10.2 SEQUENCIAMENTO DO EXOMA

Sequenciamento por exoma €é uma estratégia eficiente para,
seletivamente, sequenciar as regides codificantes do genoma como uma
alternativa menos onerosa, porém efetiva quando comparada ao
sequenciamento de todo o genoma. Exons sdo sequéncias curtas de DNA
funcionalmente importante que, juntos, representam somente pouco mais que a
porcdo do genoma que é traduzida em proteinas. Exons s&o flanqueados por
regides ndo traduzidas (UTR) que geralmente ndo sao incluidas em estudos de
exoma. No genoma humano, ha aproximadamente 180,000 éxons. Isso constitui
cerca de 1% do genoma humano ou aproximadamente 30 megabases (91).

A robusta técnica para sequenciar toda a regido codificante (exoma) tem
o potencial de ser clinicamente relevante no diagndstico genético devido ao atual
entendimento das consequéncias funcionais na variagao das sequéncias. (92) O
objetivo dessa técnica é identificar a variagao funcional que & responsavel por

doengas comuns e mendelianas, tais como migranea vestibular sem os altos



custos associados ao sequenciamento de todo o genoma, enquanto mantém
alta cobertura em profundidade de sequenciamento (92).

Ha varios beneficios para o sequenciamento do exoma na detecgdo de
variantes de desordens Mendelianas de causa rara em oposicado ao
sequenciamento de todo o genoma ou a tradicional analise de ligag&o:

* Os tradicionais estudos de analise de ligagdo requerem um grande numero
de individuos afetados. Essa técnica ndo € aconselhavel em doencas
Mendelianas raras por causa do pequeno numero de casos disponiveis.
Além disso, analise de ligagdo ndo € aplicavel para estudar individuos
afetados de diferentes familias ou os casos ocasionados por uma nova
mutag&o nao presente nos pais (93).

Estudos de analise de ligagdo nao sao robustos o suficiente para detectar

desordens com variantes causais em diferentes genes (heterogeneidade
genotipica) ou doencas que tém diversas caracteristicas clinicas
(heterogeneidade fenotipica). (93)

Devido ao exoma humano consistir de 1% de todo o genoma, é possivel
identificar uma cobertura profunda com relativamente poucas leituras (93)
Cobertura profunda é necessaria para a detecg¢ao de variantes.

* A maioria das variantes genéticas que é responsavel por desordens

Mendelianas altera as sequéncias codificantes de proteinas (94)

Um grande numero de substituicdes nao-sinbnimas é preditora de ser
deletérias; essas mutagdes tém fraca ou nenhum efeito em regides nao
codificantes. (94)

Sitios de clivagem (splice sites) também representam sequéncias nas

quais ha uma variagdo funcional (94) e estdo, portanto, incluidas na

captura de exomas.

O exoma representa uma porgao enriquecida do genoma que pode ser
utilizado para pesquisar variantes com uma grande quantidade de efeitos. A

seguir, descreve-se a técnica para melhor entendimento do processo.

Os meétodos de enriquecimento nos permitem uma seletividade das



regidbes gendOmicas de interesse de uma amostra de DNA antes do
sequenciamento. Varias técnicas de enriquecimento foram desenvolvidas desde
a descricao original do método de selecdo direta do genoma pelo grupo de
Lovett em 2005. (95). Reacdo em cadeia da polimerase é uma das estratégias
mais amplamente usadas ha mais de 20 anos e sera melhor discutida nos
meétodos. (96) Outras técnicas sdo os probes de inversdo molecular (MIP) e a
captura hibrida.

1.10.2.1 Sequenciamento

Ha varias plataformas de sequenciamento disponiveis incluindo o
sequenciamento classico de Sanger. Outras plataformas incluem o sequenciador
Roche 454, o Analisador genomico lllumina Il e o Life Technologies, todos

utilizados para sequenciamento do exoma.

2 OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo:

* A caracterizagdo do padrao de herancga e a identificagdo da mutagédo genética
responsavel pela migranea vestibular nos membros afetados de uma familia

brasileira provenientes de Brasilia —-DF e Bayeux — PB.

3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Brasilia — CEP-FM/UnB, pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — CONEP, e pela Mesa Diretora de Projetos Cientificos do
Departamento de Genética da Harvard Medical School.

Membros de uma familia brasileira, denominados por mim ‘Familia MMV,



foram, inicialmente, avaliados no Departamento de Otorrinolaringologia do
Hospital Universitario de Brasilia, sendo composta por membros vivos de duas
geragbes (Figura 2). Termos de consentimento informado foram obtidos de
todos os membros antes de sua participagdo no estudo. Os individuos foram
avaliados por uma equipe multiprofissional, incluindo otorrinolaringologista,
neurologista e audiologista. Todos os membros participantes preencheram um
questionario previamente validado e descrito por Marcus e colegas. (100) O
diagnostico de migrénea vestibular foi feito utilizando-se o critério descrito por
Neuhauser e colegas (39) em 2001. Posteriormente, 19 casos esporadicos de
migranea vestibular foram avaliados no ambulatorio de desordens vestibulares
do MEEI em Boston — Estados Unidos a fim de verificar se essa mutagao
determinaria a doenca em casos nao familiares, o que poderia torna-lo um

marcador genético para migranea vestibular.

11 14 15 16 41 51 52 53 54 55 71 81 82 91

Figura 2 — Heredograma da familia MMV.



3.1 ANALISE CLINICA

Todos os pacientes com o diagnostico confirmado de enxaqueca foram,
entdo, reavaliados por um otoneurologista e, desse modo, identificados como
portadores ou n&o de migranea vestibular, usando o critério diagndstico proposto
por Neuhauser e colaboradores:

1. Sintomas vestibulares episddicos de, ao menos, moderada intensidade
(Vertigem espontanea, vertigem posicional);

2. Enxaqueca de acordo com o Critério da Sociedade Internacional da Cefaleia
(IHS);

3. Pelo menos um dentre os sintomas de enxaqueca durante e, no minimo, 5
episodios de vertigem: cefaleia enxaquecosa, fotofobia, fonofobia, auras do tipo
visual ou outras;

4. Outras causas excluidas através de investigacéo apropriada.

Todos os individuos afetados foram submetidos a audiometria tonal e
vocal com analise de discriminagdo da voz, e também a exames vestibulares
constituidos de testes caloricos e prova rotatéria, além de avaliagado por exames
de imagem do encéfalo com contraste, quando necessario (tomografia

computadorizada e ressonéncia nuclear magnética em alguns casos).

3.2 ANALISE GENETICA

3.2.1 Obtencao do DNA Genémico

O DNA genbmico foi isolado através de células nucleadas da saliva de 14
membros da familia inicialmente:
« Saliva — o DNA foi extraido das células epiteliais da mucosa jugal, utilizando o
kit oragene;



A extracdo e a purificagdo do DNA gendmico compreenderam varios
processos que incluiram a lise das células, extragdo das proteinas e do RNA e

precipitacdo do DNA.

3.2.2 Eletroforese

Utilizou-se da técnica de eletroforese em gel de agarose para separar e
visualizar os fragmentos de DNA produzidos. O método é conhecido ha varios
anos, mas a partir de 1970 passou a ser aplicado também na separagdo do
DNA, tirando-se vantagem do fato uma vez que essa molécula apresenta cargas
negativas devido a presenga do acido fosférico.

O material a ser analisado foi submetido a um campo elétrico, em pH

neutro.

3.2.3 — Analise de ligacao (Linkage analysis)

Analise de ligacao foi realizada em 14 individuos da familia MMV com o
chip ‘NMlumina Human Omni Express’ versao 12v1_A. Essa plataforma contém
733,202 marcadores de SNP distribuidos ao longo do genoma com uma meédia
de espagamento de aproximadamente 4 kb. Os programas do software vitesse e
linkmap/fastlink foram utilizados para gerar logaritmo de chances (odds) (LOD)
scores. Apos filtragem de SNP, LOD scores multipontos foram calculados
usando uma janela variavel de cinco marcadores em um grupamento
computacional, com cada score de SNP refletindo contribuicbes de seus quatro
vizinhos mais proximos. Foram excluidas todas as regidées com LOD score com
valor inferior a -2.0.

A frequéncia de alelos de SNPs foi fixada 0.5/0.5 para analise preliminar.
A heranga autossémica dominante foi assumida, com uma penetrancia de 95% e
uma frequéncia de gene relacionado a doencga de 0.001. A taxa de fenocodpia foi
definido como zero. 103,879 SNPs foram descartados porque eles falharam no



filtro monomorfico (somente um alelo estava presente na familia MMV). 331,929
SNPs foram descartados porque eles falharam na herangca mendeliana
(presumidamente erros de genotipagem), como determinados com o programa
PedCheck.

Esse tipo de estratégia diagndstica tem a vantagem de poder ser aplicado
mesmo se 0 gene ndo foi ainda identificado e clonado, desde que se detecte um
polimorfismo de DNA que esteja proximo do gene da doenga, isto é, esteja
ligado ao gene e, dessa forma, seja transmitido junto a ele. Entretanto,
diagnodsticos por polimorfismos de DNA apresentam algumas limitagdes. A
principal delas é que a familia devera ser informativa, isto €, a ligagdo entre cada
alelo do gene deve ser inequivocamente estabelecida com um determinado

padrao do polimorfismo de DNA.

3.2.4 — Sequenciamento do Exoma

Trés amostras de membros da familia MMV foram sequenciados: MMV-I11-4,
[lI-14 e 111-71 (Figura 2), todos com o kit de captura da Nimblegen SeqCap EZ
exome V3. O sequenciamento foi feito em um sequenciador lllumina GAIIX ou
HiSeq 2000. Arquivos do tipo Fastq (50 bp paired-end) foram alinhados com

novaoalign (www.novocraft.com). Arquivos do tipo Bam foram processados com

Picard (picard.sourceforge.net) e o kit GATK (Genome analysis toolkit), de
acordo com as recomendagdes de melhores praticas da GATK. O genotipador
unificado GATK foi usado para denominar as variantes. Para visualizacdo de
todo o genoma, incluindo os SNPs ao longo das regides sequenciadas (exoma),
foi utiizado o programa IGV ou Integrative genomic  viewer
(http://www.broadinstitute.org/software/igv/log-in) a partir dos arquivos do tipo
BAM.

Arquivos do tipo fp7 foram gerados para a realizagdo da filtragem dos dados

gerados através do programa Filemaker Pro. Os critérios utilizados para
fitragem de dados sdo mostrados na tabela abaixo, em que AC representa a

contagem de alelos, devendo ser considerado igual a 3, ja que trata-se de



individuos heterozigotos, uma vez que a doenga nao € tdo comum e dificilmente
seria transmitida de forma recessiva. Utilizaram-se duas bases de dados sobre
SNPs raros descritos na literatura dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) e o

NHLP Exome sequencing Project (ESP) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/),

sendo que, para o primeiro, consideramos uma doenca rara quando menor 0.01,
valor decimal, e o segundo, em valores percentuais, menor que 1%. O banco de
dados ESP apresenta uma divisdo entre europeus-americanos (EA) e africanos-
americanos (AA). Na coluna Trio GT, assumimos 1 como sendo individuos
heterozigotos. Os dados gerados devem passar pelo filtro (PASS),
demonstrando a confiabilidade nos dados gerados. A profundidade de leitura ou
Read depth e quantas vezes cada regido de cada alelo foi sequenciada, sendo
considerada como de boa qualidade, uma quantidade superior a 10 read depth.
Apos encontrar as variantes, elas foram sequenciadas pela técnica padrao de
Sanger para confirmag&o dos achados.

File Maker Pro

*+ AC=3

* dB MAF <0.01

* EA<1%

* AA<1%

* Trio_ GT1,1,1

* Filter: PASS

* Read depth > 10

* Position with high lod score.

Painel 3 - Parametros utilizados para filtragem de dados no programa Filemaker
Pro provenientes do sequenciamento do exoma. Legenda: AC: contagem de
alelos; MAF: frequéncia de alelo menor; Read depth: profundidade de leitura



4 RESULTADOS

As familias selecionadas, originarias de Brasilia — DF e Bayeux — PB,
compreendem trés geracgdes. Vinte e nove membros dessa familia foram
analisados do ponto de vista clinico e 14 membros, do ponto de vista genético—
molecular. Desses 14 membros analisados geneticamente, 5 sdo portadores de

migranea vestibular.

4.1 ANALISE CLIiNICA

Apesar do objetivo deste trabalho seja realizar uma avaliagdo genético-
molecular dos pacientes da familia MMV, é fundamental ressaltar a importancia
de um diagnéstico clinico adequado. Em primeiro lugar, os pacientes Il-1, 1l-4, |I-
8, IllI-14, 111-51 e llI-71 apresentam histéria e exame fisico compativeis com
migranea vestibular, segundo os critérios estabelecidos por Neuhauser (39).
Histéria de enxaqueca, segundo os critérios da IHS de 2004, sem sintomas
vestibulares estavam ainda presentes nos pacientes II-3, 1I-6, 1I-7, 1I-9, 11I-11, 1lI-
15, 11I-16, 111-41, 111-82 e 111-91. Devido ao fato dos individuos I11-81,111-82 e 11-91
serem menores de 30 anos, a auséncia de sinais e sintomas que sugiram o
diagnostico de migrénea vestibular, ndo afasta o mesmo, uma vez que a doenga
pode manifestar-se mais comumente em individuos maiores de 35 anos.

O individuo 1I-8 também apresenta historia de perda auditiva com a
audiometria, confirmando o achado de perda auditiva neurossensorial moderada
bilateral em frequéncias médias e altas. A avaliacdo audiométrica dos demais
individuos, que nao apresentam audigdo dentro dos padrées de normalidade,
demonstrou perda auditiva neurossensorial em altas frequéncias, o qual foi
consistente com diagnostico de Presbiacusia. Achados neuroloégicos entre as
crises foram normais em todos os pacientes afetados. Exames de imagem
(tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética contrastadas)

foram normais nos pacientes afetados.



4.2 ANALISE GENETICA

Dentre os 27 membros da familia MMV mostrados no heredograma, 14
foram inicialmente submetidos a todos os procedimentos de investigacao
genética, sendo 5 afetados e 9 ndo afetados pela doenga. LOD scores foram
calculados ao longo de todo o genoma dos individuos afetados e nao afetados
da familia MMV (Figura 5).

i
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Figura 3 - LOD score calculado por meio de todo o genoma dos individuos da familia
MMV. Valores menores que -2 exclui sumariamente a regiao.

Calculos de analise de ligagdo multipontos, usando uma penetrancia de



0.95, baseado na histéria familiar e frequéncia de alelos determinados de
membros ndo afetados da familia, identificaram um pico de LOD score entre
rs6517577 (chr21:41,276,796) e rs3169 (chr21:43,305,463) no cromossomo 21
(Figura 6). Essa regido apresentou um LOD score maximo de +2.9 e dezoito
genes estdo incluidos nesse intervalo. Os genes incluidos nesse intervalo
segundo o UCSC browser sdao: DSCAM, MIR4760, LINC00323, MIR3197,
BACE2, PLAC4, FAM3B, MX2, MX1, TMPRSS2, LINC00111, LINC00479,
LINC00112, RIPK4, PRDM15 e C2CD2.

Conforme a figura 5, observam-se outros picos de LOD score nas regides
compreendidas entre Chr1:17,906,621 - 17,957,970, Chr16: 84,006,691 -
84,063,788 e 85,195,355 — 85,257,389 e Chr22:38,598,373 — 38,649,167.
Porém, pelo fato dessas regides n&o albergarem nenhum gene, nao foi
necessario sequer a realizacdo de pesquisa de microssatélites para a exclusao

das mesmas.

¥—Series1

Figura 4 - Pico de LOD score no cromossomo 21 entre rs6517577 e rs3169

O sequenciamento do exoma gerou um total de 199,889 SNPs e,
somente 155,246 passaram na qualidade do filtro. Os parametros mostrados no
painel 4 foram utilizados para a filtragem de dados. Como resultado, as



seguintes variantes foram encontradas (Tabela 1).

SNPEFF_F
UNCT

21 42647372 rs149345353 A460T MISSENSE BACE2 0.0023 0.5814 0.0227
21 42735754 rs17765580 3 NONE MX2 0.0169 - =
21 38903616 . 3 NONE DDX17 0.0142 - =

Tabela 1 - variantes encontradas apds filtragem dos dados provenientes do
sequenciamento do exoma de 3 individuos afetados por migranea vestibular.

As variantes localizadas nos genes MX2 e DDX17 estdo situadas em
regides intrbnicas. A variante missense encontrada no gene BACE2 é mostrada
na figura 7. As variantes foram confirmadas em cada individuo por meio de
sequenciamento posterior padrao de Sanger. A mesma variante nao foi
encontrada nos individuos nao afetados da familia, exceto o individuo II-7 que é
carreador da mutacdo e, também nao foi encontrada nos casos esporadicos

sequenciados.
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Figura 5 - Variante missense mostrada na posicdo chr21:42,647,372 utilizando
o programa IGV. Observa-se que metade das leituras apresenta a base
nitrogenada original guanina (G) enquanto a outra metade apresenta o SNP
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5 DISCUSSAO

Uma familia composta por vinte e nove membros que foram
analisados do ponto de vista clinico e 14 membros, do ponto de vista genético—
molecular. Desses membros analisados geneticamente, 5 sdo portadores de
migranea vestibular, seguindo os critérios estabelecidos por Neuhauser (39). A
doenca manifesta-se de forma autossémica dominante nessa familia com uma
penetrancia de 95%. Analise de ligagao realizado nessa familia evidenciou um
pico de LOD score de +2.9 entre os marcadores rs6517577 (chr21:41,276,796) e
rs3169 (chr21:43,305,463) no cromossomo 21. Sequenciamento do exoma foi
realizado e apos filtragem dos dados na regido indicada pelo estudo de analise
de ligagdo mostrou uma variante missense localizada no gene BACE2
(rs149345353).

Todos os individuos afetados pela doenga (ver pedigree) apresentaram



os sintomas compativeis com migranea vestibular que s&o: sintomas
vestibulares episodicos de, ao menos, intensidade moderada; enxaqueca de
acordo com o critério da IHS; pelo menos, um dentre os sintomas de enxaqueca,
com pelo menos 5 episodios de vertigem, sendo cefaleia enxaquecosa,
fotofobia, fonofobia, auras do tipo visual ou outras; além de outras causas
excluidas através de investigagao apropriada. O individuo |I-8 apresentou ainda
perda auditiva neurossensorial em frequéncias médias e aguda moderada,
compativel com Presbiacusia, mas que poderia ser facilmente confundida por
alguns otorrinolaringologistas como sindrome de Méniére. O conhecimento
adequado dos critérios diagnosticos para migranea vestibular é fundamental
uma vez que esta presente em cerca de 1% da populacéo, cerca de 5-10 vezes
mais comum do que a sindrome de Méniere e, por apresentar uma terapéutica
diferente, mais voltada para o controle da enxaqueca.

Os estudos de analise de ligacdo sdo os mais utilizados para iniciar a
descoberta de genes causadores de desordens mendelianas e doengas comuns
na populagcdo. Bahmad e colegas (33), que também participam desse estudo,
descobriram o primeiro locus de 12.0 MB no cromossomo 5q35 entre os loci
rs24895 e D5S2073, porém uma mutagéo nao foi encontrada em nenhum gene.
No caso da familia MMV, o locus encontra-se no cromossomo 21 entre
rs6517577 e rs3169, o que mostra uma heterogeneidade genética para
migranea vestibular. Além disso, o fato de a mesma variante nao ter sido
encontrada nos casos esporadicos pode demonstrar que nem todos os casos
séo transmitidos geneticamente.

O sequenciamento do exoma € uma importante ferramenta, com relativo
baixo custo, que propicia o sequenciamento de todo o exoma e permite a
descoberta de variantes raras, mesmo que nao tenham sido descritas
anteriormente. Apds a filtragem dos dados na regido com o pico de LOD score,
como mostra a tabela 1, trés variantes foram encontradas. As variantes
encontradas nos genes MX2 (rs17765580) e DDX17 (chr21:38,903,616) estao
presentes em regides intrébnicas, ndo codificantes, o que, até o momento, n&o

sugere a possibilidade de esta associada a doenca.



A outra variante, missense, foi encontrada no gene BACEZ2
(rs149345353). De acordo com o banco de dados ESP, essa variante esta
presente em apenas 0,58% dos europeus-americanos e 0,02% dos africanos-
americanos mostrando que trata-se de uma variante rara. Ela ocasiona uma
troca do aminoacido alanina para treonina (A460T), que € moderadamente
conservada ao longo das espécies conforme a figura 8, o que significa que

alteragbes em sua estrutura poderiam gerar consequéncias importantes.

CabSNP 137

Simple Nucleotide Polymorphisms

[rs 145
Simole Nucleotide Folumorshisns (dbSNF 137) Found in >= 1% of Samples

Figura 6 - Conservacdo ao longo das espécies da variante missense encontrada
no gene BACEZ.

O gene BACEZ contém 9 éxons e tem uma extensdo de 108 kb.
Apresenta um gene homologo, BACE1, localizado no cromossomo 11. Estudos
animais mostram que BACE1 esta envolvido na formagao das placas neuriticas
responsaveis pelo desenvolvimento da Doenca de Alzheimer. (101) Sun e
colaboradores mostraram que apesar de BACE1 e BACEZ2 serem homologos na
sequéncia de aminoacidos, eles tém fungdes distintas e regulagao transcricional.
(102) Azkona e colaboradores analisaram as consequéncias de uma
overexpressdo de BACEZ2 em camundongos transgénicos e mostraram que
BACEZ2 néao esta envolvida no mecanismo amiloidogénico, disfungé&o cognitiva e



degeneragao colinérgica presentes na Doenga de Alzheimer. Entretanto, animais
transgénicos, com um aumento da expressdao de BACEZ2, apresentaram um
comportamento do tipo ansioso juntamente com um aumento do numero de
neurdénios adrenérgicos no locus coeruleus. (103) O locus coerulus, assim como
0s nucleos dorsais da rafe, tém o potencial de modular os sintomas
premonitorios de sintomas vestibulares e enxaquecosos e desencadear uma
crise de migranea vestibular através das projeg¢des referentes para os circuitos
vestibulares e de enxaqueca centrais (104) (Figura 9). A atividade do locus
coeruleus em ratos e macacos aumenta com a exposi¢gdo a novos estimulos
sensoriais, particularmente durante a reorientacdo da atencdo em contextos
associados ao estresse ou a ansiedade. (105,106) Estudo em animais é
necessario para analisar as alteragdes ocasionadas pela mutagdo encontrada
nesse estudo e avaliar se, de fato, o locus coeruleus esta envolvido na

patogénese da migrénea vestibular nesses pacientes.
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dentro dos circuitos da enxaqueca s&o mostrados diagramaticamente. As
caixas que representam as estruturas sensoério-motoras do tronco cerebral
incluem paralelos na organizagado entre as vias vestibulares e da (...)



Esforgos continuam em andamento, pelo nosso grupo de pesquisa do
Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabegca e Pescog¢o da
Universidade de Brasilia (Dr. Lucas M Viana, Dr. Fayez Bahmad Jr, Dr. Carlos
Augusto C. P. Oliveira e Dr. Roberta Bezerra), Massachusetts Eye & Ear
Infirmary, Harvard Medical School (Dr. Steven D Rauch) e Seidman Laboratory,
Departamento de Genética da Harvard Medical School, Boston, MA, EUA (Dr.
Jonathan Seidman, Dra. Christine Seidman, Dr. Alireza Haghighi, Dr. Steve
DePalma e Dr. David Mckean) no sentido de continuar os ultimos experimentos
relacionados a outra familia anteriormente descrita por Dr. Fayez Bahmad e nos

proximos meses os trabalhos deverao ser concluidos.

6 CONCLUSAO

Uma familia composta por vinte e nove membros que foram analisados
do ponto de vista clinico e 14 membros, do ponto de vista genético-molecular.
Desses membros analisados geneticamente, 5 sdo portadores de migrénea
vestibular, seguindo os critérios estabelecidos por Neuhauser (39). A doenga
manifesta-se de forma autossébmica dominante nessa familia com uma
penetrancia de 95%. Analise de ligagao realizado nessa familia evidenciou um
pico de LOD score de +2.9 entre rs6517577 (chr21:41,276,796) e rs3169
(chr21:43,305,463) no cromossomo 21. Sequenciamento do exoma foi realizado
e apos filtragem dos dados na regiao sugerida pelo estudo de analise de ligagao
mostrou uma variante missense localizada no gene BACEZ2 (rs149345353).
Trata-se da primeira mutagao descrita na literatura em portadores de Migranea

vestibular.
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ANEXOS

ws-uns  ANEXO I - QUESTIONARIO UTILIZADO NA AVALIACAO CLINICA

Departamento de Otorrinolaringologia do Hospital Universitario da Faculdade de Medicina da
Unb - Projeto de pesquisa: Caracterizacao Clinica e Analise Genética da Enxaqueca associada
a disfunc¢ao auditivo-vestibular

Autor: Fayez Bahmad Junior

Orientador: Prof. Dr. Carlos Augusto Oliveira

Nome: N°

Idade: Cor: Data: / / . Tel:

E-mail:

Sintomas e sinais:

Tontura Rotatoria () Nauseas ()

Zumbido () Escotomas ()

Hipoacusia () Diminui¢ao do campo visual ()
Cefaléia () Paresias ()

Convulsoes ()

Outros sintomas neurolégicos:

1- Idade do inicio dos sintomas: __ anos

2- Usa medicacdo? Qual?

Controle dos sintomas: () Sim ( )Nao
3- Alguém na familia apresenta sintomas de:
Vertigem Pai( ) Mae ( ) Filho ( )
Zumbidos Pai( ) Mae ( ) Filho ( )
Hipoacusia Pai( ) Mae () Filho ( )
Cefaléia Pai( ) Mae ( ) Filho ( )

4- Vertigem relacionada a cefaléia? Sim ( ) Nao ()



CEFALEIA
Nome: Idade:

Sexo: Profissao:

Instrugao: () Analfabeto () 1° Grau () 2° G () Superior

Cefaléia: () Tem ()Jateve até () Nunca teve

() Por crises () Continua () Subcontinua () Durante febre

() Apds ingestao alcool () Apos TCE
Idade inicio : anos
PRODROMOS: () Depressio () Irritabilidade () Dificuldade raciocinio

() Clareza mental () Anorexia () Bulemia () Insonia () Sonoléncia

() Diminuicdo diurese

SINTOMAS INICIAIS: () Dor ( ) Manifestacdes visuais () Vertigens
() Acufenos () Ataxia.... () Disfasia () Disartria () Parestesias ( )Desmaios
() Outros

Duracao dos sintomas iniciais:

DOR: Inicio: () Insidioso () Subagudo () Agudo
Tempo para 0 maximo:

Carater: () Pulsatil () Surda () Constrictiva () Terebrante

Topografia: () Unilateral () Bilateral () Occipital () Difusa

Variavel: () delado () de localizacao

() numa mesma crise( ) em crises diferentes

DURACAO DAS CRISES: HORARIO: () Manha () Tarde () Noite
FREQUENCIA DAS CRISES:
PERIODICIDADE: Duracéo periodos: Salvas:
SINTOMAS ACOMPANHANTES: () Nauseas ( ) Vomitos () Palidez () Sudorese
() Fotofobia () Fonofobia () Turbagao visual () Lacrimejamento () Ifiperemia

() Obstrucdo nasal () Rinorréia () Parestesias () Vertigens () Ataxia () Disfasia



SINTOMAS POS CRITICOS:
() Euforia () Depressao () Palidez () Diarréia () Sonoléncia
() Outros

FATORES DESENCADEANTES:

() Problemas emocionais () Dormir pouco () Dormir muito

() Omissao da refeicao () Alcool () Chocolate
() Gorduras/Frituras () Frutas citricas () Trabalho excessivo

() Cheiro forte () Ofuscamento

MENSTRUACAO:

() Crises sO na () Mais fortesna () Indiferente

GRAVIDEZ:

() Cessa crises () A partirde () Aumenta com () Surgiucom () Indiferente

ANTICONCEPCIONAIS:

() Piora: () Intensidade () Aumenta com () Surgiu com () Indiferente

Avaliacao Audiométrica:

Direita _ Esquerd:}
Aérea Ossea Aérea Ossea

250 250

500 500

1000 1000

2000 2000

3000 3000

4000 4000

6000 6000

8000 8000

SRT |Discrim: SRT: Discrim:
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Auditory Brainstem Responses (ABR) changes in children treated with high
doses cisplatin.

Viana LM, Sampaio AL, Maia NA, Junqueira RM, Venosa AR, Oliveira CA.

Abstract

INTRODUCTION:

Cisplatin can cause cochlear damage by oxidative stress in hair cells, but there are few
studies regarding toxicity in the central auditory pathways.

OBJECTIVE:
To study cisplatin neurotoxicity in the central auditory pathways in children treated with
high doses cisplatin for solid malignant tumors.

METHODS:

Thirteen children (Group S) aged 3-19 years who had been treated with cisplatin (60-
120 mg/m(2)/cycle) were studied using evoked otoacoustic emissions (EOA),
conventional auditory evaluation and auditory brainstem response (ABR). Thirteen
normal children matched for age and sex composed the control group (Group C).

RESULTS:

Group S - 7.5% percent of ears showed enlargement of latencies of waves | and V, and
3.8% of wave lll. Six ears (23%) showed enlarged interpeak intervals. Four ears
showed increased interpeak I-Ill and two showed increased interpeak Ill-V. The results
were compared using the Mann-Whitney test. Interpeak IlI-V differed significantly
between groups S and C when only the left ears were considered. EOA results were
normal in both groups.

DISCUSSION/CONCLUSION:
Abnormal values in the interpeak I-1ll associated with normal distortion product

OEA suggest neurotoxicity in the brainstem pathways. The statistical significance
reached only in the left ear may be due to small number of cases studied.
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Otopathology in idiopathic Dandy's syndrome.

Viana LM1, Salviz M, Rauch SD, Nadol JB.
Author information

Abstract

BACKGROUND:

Dandy's syndrome, or bilateral vestibular hypofunction and oscillopsia, may cause
chronic disequilibrium aggravated by head movement or in the presence of reduced
light. It may be secondary to ototoxicity, central nervous system tumors, Méniere's
syndrome, infections, or trauma or may be idiopathic.

OBJECTIVE:
To describe the temporal bone histopathology in one individual with idiopathic Dandy's
syndrome.

MATERIALS AND METHODS:
Temporal bones from 1 individual were removed at autopsy and studied using light and
Nomarski microscopy.

RESULTS:

In this case, the otopathology demonstrated vestibular atelectasis of the membranous
labyrinth of the superior, lateral, and posterior semicircular canals but not the utricle or
saccule bilaterally. The findings also included mild hair cell loss in the cristae of all
semicircular canals and of the utricular and saccular maculae and severely reduced
neuronal count in Scarpa's ganglion bilaterally. There was also a scattered loss of inner
and outer hair cells throughout the cochlea and moderate-to-severe loss of cochlear
neurons bilaterally.

CONCLUSION:
We have reported the histopathologic findings in a case of idiopathic Dandy's

syndrome. Both temporal bones showed vestibular atelectasis of all three
semicircular canals, preservation of normal saccule and utricle, and severe
reduction of the neuronal population in Scarpa's ganglion bilaterally. Both ears
also showed substantial degeneration of the spiral ganglion of the cochleas.
Severe Scarpa's ganglion degeneration was also noted in the only other case of
idiopathic Dandy's Syndrome in the literature. However, that other case had no
evidence of vestibular atelectasis and had normal hearing.
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HOXAZ2 haploinsufficiency in dominant bilateral microtia and hearing loss.

Brown KK1, Viana LM, Helwig CC, Artunduaga MA, Quintanilla-Dieck L, Jarrin P,
Osorno G, McDonough B, DePalma SR, Eavey RD, Seidman JG, Seidman CE.
Author information

Abstract

Microtia is a rare, congenital malformation of the external ear that in some cases has a
genetic etiology. We ascertained a three-generation family with bilateral microtia and
hearing loss segregating as an autosomal dominant trait. Exome sequencing of affected
family members detected only seven shared, rare, heterozygous, nonsynonymous
variants, including one protein truncating variant, a HOXAZ2 nonsense change
(c.703C>T, p.Q235%). The HOXAZ2 variant was segregated with microtia and hearing
loss in the family and was not seen in 6,500 individuals sequenced by the NHLBI
Exome Sequencing Project or in 218 control individuals sequenced in this study.
HOXAZ2 has been shown to be critical for outer and middle ear development through
mouse models and has previously been associated with autosomal recessive bilateral
microtia. Our data extend these conclusions and define HOXAZ2 haploinsufficiency as
the first genetic cause for autosomal-dominant nonsyndromic microtia.

© 2013 WILEY PERIODICALS, INC.

KEYWORDS:
HOXAZ2; exome sequencing; hearing loss; microtia
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Histopathology of the inner ear in patients with xeroderma pigmentosum and
neurologic degeneration.

Viana LM1, Seyyedi M, Brewer CC, Zalewski C, DiGiovanna JJ, Tamura D, Totonchy
M, Kraemer KH, Nadol JB Jr.
Author information

Abstract

INTRODUCTION:

Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare autosomal recessive disease caused by
mutations resulting in defective repair of DNA damage. XP patients have a markedly
increased risk of ultraviolet-induced neoplasms and premature aging of sun-exposed
tissue. Approximately 25% of XP patients in the United States have neurologic
abnormalities including progressive sensorineural hearing loss (SNHL).

OBJECTIVE:

To describe the temporal bone histopathology in 2 individuals with XP (XPA and XPD)
with neurologic degeneration and to discuss the possible causes of deafness in these
patients.

METHODS:
Temporal bones were removed at autopsy and studied using light microscopy.

RESULTS:

In the case with XPD, the organ of Corti was missing throughout the cochlea, whereas
the case with XPA demonstrated scattered presence of sensory cells in the middle and
apical turns. In both cases, there was moderate-to-severe patchy atrophy of the stria
vascularis in all turns, and cochlear neurons were severely atrophied compared with
age-matched controls, with loss of both peripheral dendrites and central axons. There
was severe degeneration of Scarpa's ganglion in the case with XPA.

CONCLUSION:
Two cases of XP with neurologic degeneration are reported. The case with XPD

demonstrated a more severe audiologic phenotype than XPA, although both had
similar findings such as atrophy of the organ of Corti, stria vascularis, and spiral
ganglia leading to severe or profound SNHL by the third decade of life. It is not
clear if the neuronal degeneration in the inner ear was primary or secondary to

loss of neuroepithelial cells.
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Intratympanic gentamicin as a treatment for drop attacks in patients with
Meniere's disease.

Viana LM1, Bahmad F Jr, Rauch SD.
Author information

Abstract

OBJECTIVES/HYPOTHESIS:

Vertigo attacks in most cases of Meniere's disease (MD) are successfully treated with
lifestyle changes and medication. However, approximately 6% of patients with MD
develop drop attacks (DAs), a potentially life-threatening condition. Traditional treatment
for DAs has been surgical labyrinthectomy. The objective of this study was to assess
the effectiveness of intratympanic gentamicin for DAs in patients with MD.

STUDY DESIGN:
Retrospective charts review.

METHODS:

All charts were reviewed from Meniere DA patients at our hospital during the 10-year
period from 2002 to 2012 who had been treated with intratympanic gentamicin and had
been followed for at least 1 year afterward.

RESULTS:

Twenty-four ears fulfilled inclusion criteria. The time for manifestation of DAs varied
from 1 to 20 years after diagnosis (mean 10 years). A total of 83.3% of ears with
intractable MD and DA achieved complete symptom control of DAs after the first
intratympanic gentamicin cycle and 95.8% after the further injections. Among patients
with no DA recurrence by the end of the study follow-up, the symptom-free interval
varied from 12 to 120 months (mean: 43.5 months). All 15 patients with 224 months
follow-up were still free of DAs. Elevated or absent vestibular evoked myogenic
potential thresholds were more common in DA than in contralateral ears, and hearing
loss was not a major complication of the treatment.

CONCLUSION:
Intratympanic gentamicin treatment appears to be a long-lasting and effective treatment
for MD with DAs.

LEVEL OF EVIDENCE:
4. Laryngoscope, 2014.

© 2014 The American Laryngological, Rhinological and Otological Society, Inc.
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Author information

Abstract

INTRODUCTION:

Alstrom Syndrome is a rare disease caused by mutations in ALMS1 gene. It is
characterized by a progressive degeneration of sensory functions, resulting in visual
and audiological impairment, as well as metabolic disturbances such as childhood
obesity, hyperinsulinemia, and diabetes mellitus type 2.

OBJECTIVE:
To report and discuss the genetic and audiological findings in two siblings with Alstrom
syndrome.

METHODS:

This was a prospective, analytical and descriptive study, using questionnaires, serial
audiograms, otoacoustic emissions, and auditory brainstem response analysis, as well
as molecular genetic analysis.

RESULTS:

Both patients presented childhood-onset bilateral sensorineural hearing loss, which
progressed to moderate impairment in the first case and severe hearing loss in the
second. Otoacoustic emissions were absent, and auditory brainstem responses were
bilaterally normal in both cases.

CONCLUSION:
In the present patients, Alstrom Syndrome began with a neurosensory hearing

loss in early childhood that progressed to a profound loss in ten to twenty years.
The auditory lesions were cochlear in origen according to the otoacoustic

emissions and auditory brainstem responses.
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Within-Subject Comparison of Word Recognition and Spiral Ganglion Cell Count
in Bilateral Cochlear Implant Recipients.

Seyyedi M1, Viana LM, Nadol JB Jr.
Author information

Abstract

OBJECTIVES:

Although published reports have not demonstrated a positive correlation between the
number of residual spiral ganglion cells (SGCs) and word recognition scores in patients
with unilateral multichannel cochlear implants, this study was designed to retest this
hypothesis in patients with bilateral multichannel cochlear implants.

MATERIALS AND METHODS:

From a pool of 133 temporal bones, all subjects with bilateral multichannel cochlear
implants who were deafened bilaterally by the same etiology were studied. A total of 12
temporal bones from 6 subjects were identified and processed after death for histology.
The SGCs were counted using standard techniques. The differences between left and
right SGC counts as well as the differences in word recognition scores were calculated
for each subject. Correlation analysis was performed between the differences of SGC
counts and the differences of word recognition scores.

RESULTS:
Differences in SGC counts were highly correlated with the differences in word
recognition scores (R = 0.934, p = 0.006).

CONCLUSION:
This study suggests higher residual SGCs predicted better performance after

implantation in a given patient. The results also support attempts to identify
factors which may promote survival of SGCs.



