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RESUMO

BAHMAD JR, F. Caracterizacdo clinica e analise genética da enxaqueca associada a
disfuncao auditivo-vestibular familiar. 2008. 92f Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2008.

Enxaqueca associada a disfungdo auditivo-vestibular ou enxaqueca vertiginosa, ¢
caracterizada por vertigem episodica associada com enxaqueca, em algumas familias ¢
transmitida como heranga autossomica dominante. Entretanto, nem o gene defeituoso ou
locus que podem albergar o gene responsavel pela enxaqueca vertiginosa familiar foram
relatados. Os objetivos deste estudo sdo descrever a caracterizagdo clinica, incluindo a
progressdo da doenca através de um longo periodo de seguimento, em varios membros de
uma mesma familia e identificar o defeito genético responsavel pela enxaqueca associada a
disfuncdo auditivo-vestibular. Para identificar o gene responsavel por esta condi¢do nos
varios membros desta grande, multi-geracional familia afetada por enxaqueca vertiginosa
familiar, foi estudado uma familia caucasiana de cinco geracdes na qual enxaqueca
vertiginosa familiar era herdada de forma autossdmica dominante e foram coletados dados
clinicos de 146 membros. Em 1997, os orientadores deste projeto descreveram esta familia
em que multiplos membros queixavam-se de enxaqueca com aura e sintomas vestibulares.
Membros desta familia foram avaliados por mais de 12 anos e as informagdes clinicas
incluindo detalhada anamnese, exame otorrinolaringolégico e neurologico, avaliagdo
audiologica e exames de imagens foram realizados. Andlise de linkage do genoma foi
realizado usando o Affymetrix SNP microarrays. Os altos valores encontrados pela andlise de
linkage foram avaliados através de genotipagem dos membros da familia usando marcadores
micro satélites. Dentre os 146 membros, 10 sofriam de enxaqueca vertiginosa. As crises de
enxaqueca antecediam o inicio dos sintomas vertiginosos em uma média de 15 a 20 anos.
Geralmente sintomas da enxaqueca diminuiam com o passar das décadas enquanto que a
vertigem apresentava piora em intensidade e frequéncia. Andlise audiométrica apds 12 anos
revelaram uma perda auditiva estavel, geralmente em frequéncias agudas, consitente com
presbiacusia. Perda auditiva em frequéncias graves foi encontrado apenas no caso indice.
Estudos de imagem foram normais. A andlise genética revelou um novo locus no
cromossomo 5 (lod score 3.95). Estudos estdo em andamento investigando gens candidatos
neste locus.

Palavras chave: Enxaqueca — Vertigem — Familiar — Ligacdo Genética
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ABSTRACT

BAHMAD JR, F. Clinical characterization and genetic analysis of familial migraine
associated auditory-vestibular disfunction. 2008. 92p. Thesis (Doctoral) — Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2008.

Familial migraine associated auditory-vestibular dysfunction, also called as migrainous
vertigo (MV), characterized by episodic vertigo associated with migraine, is inherited in
some families as an autosomal dominant trait. However, neither disease genes nor loci that
might encode a defective gene responsible for familial migrainous vertigo have been
reported. The objectives is describe the clinical features, including disease progression
during long term follow-up, in multiple related family members and identify the genetic
defect that causes familial migrainous vertigo. To map the gene responsible for this condition
in multiple members of a large, multi-generational family affected by familial Migrainous
Vertigo (MV). We studied a five generation Caucasian family in which Familial Migrainous
Vertigo was inherited as an autosomal dominant trait and collected clinical information from
146 members. In 1997, we described a large family with multiple members who complained
of migraine with aura as well as auditory and vestibular symptoms. This condition was
inherited as an autosomal dominant mode of transmission. Family members were evaluated
over a 12 year period and clinical information including detailed case histories,
otolaryngological and neurological examinations, audiometric evaluations and imaging
studies was obtained. Genome-wide linkage analysis was performed using Affymetrix SNP
microarrays. Linkage peaks were further evaluated by genotyping family members using
micro satellite markers. Of 146 family members, 10 suffered from Migrainous Vertigo.
Migraine headaches preceded onset of vertigo by 15-20 years, on average. Overall, migraine
symptoms decreased with time, while vertigo tended to get worse. Longitudinal audiometric
studies over 12 years generally showed stable, high frequency sensorineural hearing loss,
consistent with presbycusis. Low tone or fluctuating hearing loss was observed only in index
case. Imaging studies were normal. Genetic analysis defined a novel locus on chromosome 5
(lod score 3.95). Studies are ongoing to investigate candidate genes at this locus.

Keywords: Migraine — Vertigo — Familial — Linkage study
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1 INTRODUCAO

1. 1 REVISAO HISTORICA E DEFINICOES

A associagdo de distarbios da audicdo e equilibrio com enxaqueca ¢ reconhecida
desde a Grécia antiga quando Aretaeus da Capadocia em 131 d.C., fez uma descrigdo precisa
e com detalhes da ocorréncia de ambos durante uma crise de enxaqueca.' Em 1861, em seu
artigo classico, Prosper Méniere descreve a presencga de sintomas auditivo-vestibulares em

. 2
pacientes portadores de enxaqueca.

Liveing, em 1873 voltou a relatar uma clara associagdo entre vertigem e
enxaqueca, ¢ desde entdo, 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.’® Bickerstaff, em 1961, introduziu o conceito de Sindrome da
Enxaqueca Basilar caracterizada por cefaléia occipital com sinais ou sintomas de disfuncao
de pares cranianos e/ou tronco encefalico, como: disturbios visuais, vertigem, ataxia,

distarbios da fala, zumbido e altera¢des sensoriais nas extremidades.’

Disturbios no equilibrio de varios tipos tém sido relatados durante a crise de
cefaléia em portadores de enxaqueca, como vertigem rotacional, vertigem posicional, tontura,

48-10 pacientes

intolerancia a movimentagdo cefalica, além de outras formas menos comuns.
com diagnostico classico de enxaqueca que apresentam ou apresentaram na infancia ou na
vida adulta quadros de cinetose parecem ser mais susceptiveis a desenvolver crises de

4219 Dentre os disturbios auditivos relatados, a fonofobia (intolerancia a ruidos

vertigem
intensos) e hiperacusia (sensibilidade anormal a ruidos) como descritas primeiramente por

Tissot em 1778 (citado por Sachs et al., 1970), podem estar relacionadas a cefaléia.’

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 Surdo-Mudos na Academia Imperial de Medicina na
Reunido de 8 de janeiro de 1861. Conforme trecho descrito pelo proprio Prosper Méniere "Eu
tenho observado, ha longo tempo, um certo nimero de doentes que apresentam um grupo de

sintomas, sempre os mesmos, sintomas que parecem graves, dando idéia de uma lesdo
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organica deploravel, espécie que se renova de tempos em tempos durante semanas, meses,
anos e que desaparecem rapidamente e oferecem como resultado comum a aboli¢do do

sofrimento".?

O trabalho teve continuidade com a descricdo 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 aten¢do ao fato de esses
pacientes ndo 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 publica¢do desse trabalho causou reacdo entre os neurologistas e deu origem
a uma discussdo na época, porque Prosper Ménicre baseou-se na observagdo clinica de
alguns pacientes que apresentavam esses sintomas e associou seus achados clinicos aos
experimentais de Flourens em 1830. Ele acreditava que o 6rgao responsavel pelos sintomas
era um Orgdo periférico, ouvido interno (atualmente, orelha interna), e ndo central,

. . 11
envolvendo cérebro, meninges ou cerebelo.

Em 1992 Oliveira e Braga publicaram a descricdo de uma familia afetada por
sintomas da sindrome de M¢éniere. O modo de transmissdo genética era autossdmico
dominante, havia cefaléia associada em varios pacientes e o paciente indice foi submetido a
uma drenagem do saco endolinfitico com melhora clara e persistente dos sintomas
vertiginosos bem como estacionamento da perda de audicdo. Com base nestes achados
afirmaram que ndo parece haver diferenca entre a sindrome hereditaria e a esporadica como
pensavam Konigsmark e Gorlin e que o modo de transmissdo autossomico dominante estava
comprovado enquanto o autossOmico recessivo necessitava comprovacao. Foram além ao
afirmar que ¢ possivel que a sindrome de Méniére idiopatica (Doenca de Ménicre) pode ter
sempre um determinante genético que, as vezes, pode ser transmitido de modo autossomico

. . ’ r1: 12,13
dominante e na maioria das vezes ¢ esporadico.

Em 1997 Oliveira e colaboradores descreveram outra familia com Sindrome de
Me¢éniere e Cefaléia. Os autores caracterizaram a cefaléia como sendo enxaqueca e em 2002

Oliveira e Messias descreveram 5 familias com Sindrome de M¢éniére e Enxaqueca com
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transmissdo autossomica dominante. Neste trabalho foi aventado a grande possibilidade de

. . ” A ] i s 12,14
uma etiologia genética monogénica para a Sindrome de Ménicre e Enxaqueca. ~

Varios grupos de pesquisa, como o nosso, tentam encontrar um possivel fator ou
fatores e mecanismos que justifiquem o aparecimento destes sintomas nestes pacientes. No
entanto, atualmente, diversos otologistas e neurologistas tém se deparado com pacientes que
apresentam quadro clinico de cefaléia, tipo enxaqueca com episodios de tontura, muitas

vezes até mesmo vertigem, plenitude aural, sintomas auditivos e zumbido.

A presenga ndo rara desses pacientes que mimetizam muitas vezes a
apresentacao clinica da sindrome de Méniére, levaram aos especialistas proporem a descri¢do
de uma nova entidade clinica, que na lingua inglesa possui diversas denominagdes, entre
elas: migraine associated dizziness, migraine related dizziness, migraine related vertigo,
migrainous vertigo, migraine-anxiety related dizziness e migraine associated cochleo-
vestibular dysfunction.*'*'>!*!" Na auséncia de referéncias sobre o tema em lingua
portuguesa, o autor escolheu por denominar essa entidade de “Enxaqueca associada a
Disfun¢do Auditivo-vestibular”. Fato esse em virtude de que muitos pacientes apresentam
quadro vestibular diverso do real conceito de vertigem, podendo variar desde uma sensagao
de desequilibrio, instabilidade, vertigem e em alguns casos desordens cocleares como

zumbido, disacusia flutuante e plenitude auricular.

A fisiopatologia da enxaqueca associada a sintomas auditivo-vestibulares ainda
ndo foi totalmente esclarecida, mas suas manifestagdes clinicas ocorrem nas mais diversas
18 . . ~ .y g
formas °. Normalmente esses pacientes apresentam sintomas que vao desde episddios de
tontura ou quadros de vertigem aguda e constante desequilibrio, perda auditiva

neurossensorial, zumbido, plenitude aural e até disacusia flutuante.

Vale lembrar que esses sintomas muitas vezes se confundem com os sintomas
classicos da Sindrome de Ménic¢re (SM). Trata-se entdo, de uma sindrome que intermedeia
outras duas sindromes: Enxaqueca com Aura e Sindrome de Méniére, sendo muitas vezes, o
diagnostico diferencial entre essas trés entidades um verdadeiro desafio (Figura 1 e Quadro
1), requerendo muita experiéncia e conhecimento do profissional de satide sobre os aspectos

, . . p e A e A . 16,19,20,21
clinicos, diagndsticos e terapéuticos destas trés entidades. ™
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

Dados epidemiologicos reforgam a importancia cada vez maior atribuida a
enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-vestibular nos ultimos anos. Estudos recentes
mostram que enxaqueca ¢ uma das doencas com maior morbidade em todo o planeta
acometendo cerca de 4-6,5% dos homens e 11,2-18,2% das mulheres tanto nos Estados

. 20,22
Unidos como na Europa.™

Fazendo uma correlagdo entre Enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-
vestibular e Sindrome de Méni¢re (SM), podemos verificar que a incidéncia da SM nos
Estados Unidos ¢ cerca de 5-15 individuos para cada 100.000, o que leva a uma incidéncia de
0,015%. Usando esses dados, podemos presumir que se 1% dos pacientes com enxaqueca
associada a disfungdo auditivo-vestibular tivessem episoddios de vertigem o suficiente para
procurarem assisténcia médica, os médicos ainda diagnosticariam 15 vezes mais pacientes

com esta entidade do que com SM."

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

Essa ligacdo se torna ainda mais evidente quando analisamos estudos
epidemioldgicos realizados com pacientes portadores de enxaqueca: 28 a 36% dos pacientes
apresentam quadro de tontura associado 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

, o . 1
também se enquadram nos critérios clinicos para enxaqueca.'’

Em dois estudos tipo caso-controle com 10 pacientes, 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 dores de cabeca, como a
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cefaléia tensional, refor¢ando a hipdtese de co-morbidade entre enxaqueca e disturbios

, . 18,23
cocleo-vestibulares. ™

1.3 CLASSIFICACAO

A arma mais importante do médico para fechar o diagndstico de enxaqueca
associada a disfun¢@o auditivo-vestibular continua sendo uma boa histéria clinica. Em 2001,
baseado nos critérios estabelecidos para o diagnostico de enxaqueca da Sociedade Internacional

de Cefal¢ia (IHS) (Quadro 1), Neuhauser et al. 2001, publicou em seu classico artigo
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cientifico os critérios clinicos adotados para o diagnostico desta entidade.

Classificacao de Enxaqueca
Enxaqueca com Aura

A Sociedade Internacional de Cefaléia (HIS) requerem 3 dentre os 4 critérios a seguir:
m Um ou mais sintoma completamente reversivel de aura, indicando disfuncao
cerebral cortical ou do tronco encefalico.

m No minimo um sintoma tipo Aura desenvolve gradualmente por mais de 4 minutos.
m Nenhum sintoma tipo Aura dura mais que uma hora.

m Cefaléia acompanha a Aura com um intervalo menor que uma hora e deve comegar
antes ou com a Aura.

Enxaqueca sem Aura

m Cefaléia por 4 a 72 horas.
m Cefaléia apresentando no minimo duas caracteristicas a seguir:
* Localizacdo unilateral
* Pulsatil
* Intensidade moderada a severa
» Agravada por atividade fisica
m Durante a cefaléia deve ocorrer pelo menos um dos sintomas a seguir:
* Néusea e/ou vomitos
* Fotofobia
» Fonofobia.
Quadro 1. Classificacdo de enxaqueca pela Sociedade Internacional de Cefaléia (IHS)

Nesse trabalho, que talvez até hoje, seja o que mais contribuiu para a

padronizagdo diagndstica dessa entidade clinica, os autores definiram critérios diagndsticos
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de Enxaqueca associado a disfuncdo auditivo-vestibular através de duas formas: definida e
provavel.

O método utilizado por esses autores foi avaliar pacientes de trés grupos
distintos, o primeiro com pacientes presentes ao ambulatério de distirbios vestibulares
(n=200), o segundo grupo era composto de pacientes com quadro de enxaqueca (n=200),
segundo os critérios da IHS e o terceiro grupo eram pacientes da clinica ortopédica do
mesmo hospital que apresentavam as mesmas faixas etarias dos pacientes do grupo 1 (grupo

controle / n=200).

Depois de avaliar esses grupos, os autores propuseram os seguintes critérios

para classificar a enxaqueca associada a disfun¢do auditivo-vestibular (Quadro 2).

Classificagao de Enxaqueca associada a Disfuncao Auditivo-vestibular

Definida

- Episodios de sintomas vestibulares, de moderada a severa intensidade (vertigem rotacional, vertigem posicional, outras sensacdes de
intolerancia @ movimentagao cefalica)

« Enxaqueca segundo os critérios da Sociedade Internacional de Cefaléia, 2001.

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

« Exclusdo de outras causas depois de investigacao clinica

Provavel

- Episodios de sintomas vestibulares, de moderada a severa intensidade (vertigem rotacional, vertigem posicional, outras sensacées de
intolerancia @ movimentacgao cefalica)

+ Pelo menos um dos seguintes sinais segundo a IHS para pacientes com enxaqueca:
Sintomas enxaquecosos durante ao menos dois episddios vertiginosos;
Sinais “gatilhos” para quadros de enxaqueca como alguns alimentos;
Irregularidades do sono;
Mudanc¢as hormonais
Reposta positiva a drogas anti-enxaqueca.

- Descartar outras causas definidas de tontura apés devida investigacéo diagnoéstica.

Sintomas vestibulares “leves™ foram definidos como aqueles que néo interferem nas atividades diarias do individuo; “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 ndo-vestibulares como hipotenséo ortostatica nao foram incluidos.

Quadro 2. Classifica¢do de enxaqueca associada a disfungdo auditivo-vestibular. Fonte: Cal & Bahmad, 2008.

Esses critérios sao adotados pela maioria dos autores e servigos internacionais

na tentativa de padroniza¢do do diagnostico da enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-

. 9,10,18,20,25,26,2
vestibular,®!0:18-20.25.26.27
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Mais recentemente, Marcus e colaboradores em 2003 desenvolveram um
questionario baseado nos critérios estabelecidos por Neuhauser, para servir como uma
ferramenta de triagem para pacientes com quadros de alteracdes vestibulares, onde o
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diagnostico de enxaqueca associada a vestibulopatia ¢ cogitado.

1.4 SINTOMATOLOGIA

A severidade e o progresso da doenga ¢ muito variavel entre os pacientes, assim

como a ocorréncia e a duragdo dos sintomas de cada ataque.

1.4.1 Vertigem

A vertigem ¢ o sintoma mais incapacitante. Pode ser definida como uma falsa
sensacdo de movimentos rotatorios e ¢ dividida em dois tipos: subjetiva, o paciente sente que
estd 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 sensagdo de perturbacdo do

equilibrio corporal, ndo rotatéria.

A vertigem ¢ o principal sintoma e faz com que o paciente procure assisténcia
médica e, em um ter¢o dos casos, ¢ o primeiro sintoma. Nas fases iniciais, a vertigem pode
durar de vinte minutos a horas, acompanhada ou ndo de outros sintomas, incluindo sintomas
neurovegetativos (nduseas, vomitos), com freqiiéncia e intensidade varidveis, podendo
ocorrer exacerbacdo maxima em um ano ou mais. Nos primeiros anos, observa-se aumento
da intensidade e freqiiéncia dos sintomas, intercalado por periodos assintomaticos, com ou
sem o0 uso de medicagdo. 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 comeg¢a com a sensagdo intensa de rotagdo corporal e cefélica que vem
associada a palidez, diaforese, prostracdo, nduseas e vOmitos. Os sintomas podem se

exacerbar com o minimo movimento da cabeca. Durante o ataque o paciente estd bem
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orientado e ndo apresenta déficit neuroldégico como parestesia, diplopia, disartria, paralisia,
etc. Pode apresentar dificuldade visual pela presenca de nistagmo (sucessdo de movimentos

oculares de batimento ritmico).

Em alguns casos, os sintomas podem ceder pouco a pouco com repouso € sono,
enquanto em outros casos, apesar de desaparecerem os sintomas no repouso, persiste a

intolerancia a0 movimento e a instabilidade pode persistir por alguns dias.

Este quadro pode evoluir com problemas psicoldgicos severos, porque o
paciente tem a sensagdo 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 alteracio psiquica nos
pacientes vertiginosos e afirmou, em 1895, que a disposicdo psiquica era um fator
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determinante no aparecimento e manutenc¢ao dos diferentes sintomas.

1.4.2 Hipoacusia

Hipoacusia significa perda auditiva que na enxaqueca associada a disfun¢do
auditivo-vestibular geralmente ¢ incomum, e quando presente pode ser enquadrada como

degeneracdo coclear decorrente do envelhecimento (Presbiacusia).

1.4.3 Zumbido

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

aparecer junto com a primeira crise de vertigem.
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1.4.4 Plenitude auricular

Este sintoma pode ser comparado a mudanga da pressdo barométrica. Alguns
casos de Enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-vestibular apresentam esta alteragdo. A
sensacdo 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.

1.4.5 Cefaléia

Também denominada de cefalalgia ¢ uma manifestagdo comum relacionada a
diversas alteracdes patoldgicas, tais como infecgdes sistémicas, doengas intracranianas
agudas ou cronicas, estresse (tensional), etc. As cefaléias podem resultar de estimulo, tragao
ou pressdo sobre qualquer uma das estruturas sensiveis a dor; todos os tecidos que recobrem
0 cranio, o 5°, 9° e 10° nervos cranianos € 0s nervos cervicais superiores, os grandes seios
venosos intracranianos, as grandes artérias da base do cranio e a dura-mater. Sabe-se que a
dilatagdo ou contracdo da parede dos vasos sangiiineos estimula as terminagdes nervosas,

causando a cefaléia®’.

Existem diversos tipos de cefaléia, a Enxaqueca (migranea) ¢ uma das mais
freqiientes e de alta prevaléncia na populagdo geral, seguida pela cefaléia tensional. A
Enxaqueca ¢ definida como distirbio paroxistico caracterizado por ataques recorrentes de
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cefaléia, com ou sem distirbios visuais e gastrointestinais associados.

Muitos autores contribuiram para a definicdo, o diagnodstico e os possiveis
tratamentos desta doenga, como bem relatada e detalhada na publicagdo de Pearce em 1986.%
A descri¢do mais antiga encontrada foi a de Hippocrates (460 - 370 a.C.) nos seus Poemas
Mesopotamicos. Ele sofria muitas crises severas de dor localizada na "metade da cabega"
associada a distrbios visuais. Na época, mencionava 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 reconheceu a Enxaqueca e referenciou, na época,
suas provaveis causas. Aretacus (131 d.C) discorreu sobre cefaléia e caracterizou quadros

migranosos com alteracdes auditivas e do equilibrio.
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Galeno (131 - 201 d.C) distinguiu a natureza da Enxaqueca de outras cefaléias
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),
alteracdes da audicdo e gastrointestinais. Thomas Willis, talvez o grande precursor da
neurologia moderna, foi incisivo nos problemas da Enxaqueca, tanto no diagnostico quanto
no tratamento. Na etiologia citou a influéncia do fator hereditario e sua relagdo com trauma

ou alteragdo emocional.”!

Enxaqueca freqiientemente comeca na infincia e adolescéncia e 2a/3a décadas
de vida. Variagdes existirdo na localizacdo e na caracteristica da dor, dependendo do tipo de
Enxaqueca. A classificagdo desta obedece a Classificagdo de Enxaqueca da Sociedade

Internacional de Cefaléia de 2004.

Considerada como um distrbio bioquimico implicando diversos
neurotransmissores no sistema nervoso central, especialmente o 5-HT (serotonina), a
Enxaqueca possivelmente tem como substrato uma combinagdo de anormalidades vasculares
e neurais. Essas alteracdes da neurotransmissdo coordenada pelo sistema limbico podem
também ocasionar disfungdes em diversos 6rgdos e sistemas, gerando manifestagdes clinicas,
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tais como tensdo pré-menstrual, rinite vasomotora e disfunc¢des vestibulares.

Com forte tendéncia familiar a migranea, como as disfungdes vestibulares, pode
induzir a distarbios da linguagem em criangas. A incidéncia de vertigem em associacdo com
Enxaqueca ¢ 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 otoneuroldgicos com migranea, os
assim chamados "equivalentes migranosos".”>>> Logo a avaliagio 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 disfungdo do sistema vestibular periférico enquanto o exame auditivo ¢

normal na grande maioria dos casos.
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1.5 ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICOS

Muitas pessoas e até mesmo varios profissionais de saude ainda tém em mente
aquela idéia de que enxaqueca ¢ uma cefaléia unilateral, pulsatil, com distarbios visuais e
auditivos, geralmente associado a nduseas e vOomitos. 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 Cefaléia (International

Headache Society [THS]) e descritos em 1988.*

Porém, atualmente, médicos pesquisadores atribuem a enxaqueca um aspecto
mais abrangente, como sendo uma altera¢do global de percepcdo sensorial desenvolvida pelo
individuo. Podendo ser incluido qualquer sintoma relacionado com déficit de percepgdes
sensoriais, como disturbios auditivos, vestibulares, olfativos, visuais, tateis, gustativos e

-, 6,1822
posturais.” ™

TESTES AUDITIVO-VESTIBULARES

Varios autores ja tentaram realizar estudos de avaliagao vestibular e auditiva em
pacientes com diagndstico de Enxaqueca Vertiginosa, na tentativa de estabelecer um padrao
de achados vestibulares que ajudasse o diagndstico clinico dessa entidade, ou mesmo na
tentativa de utilizar testes de fungdo vestibular para diferenciar Enxaqueca Vertiginosa de

, . e e . ’ Lo 15,353
estagios iniciais de Sindrome de Méniére.'>*’

Battista realizou uma andlise audiométrica dos achados audimétricos em 76
pacientes com Enxaqueca Vertiginosa e 34 pacientes com diagndstico de Sindrome de
Me¢éniere’s. Como resultado observou que apesar de haver algumas descricdes na literatura
descrevendo alteragdes auditivas nos pacientes com Enxaqueca Vertiginosa, a maioria deles
apresentam niveis auditivos normais, enquanto que nos pacientes com Sindrome de Méniere
isso ndo € observado (considerando que a flutuacdo auditiva faz parte do quadro clinico

tipico da Sindrome de Ménicre).

Furman realizou um estudo com pacientes com Enxaqueca Vertiginosa
realizando uma bateria de testes vestibulares e encontrou uma alteragdo nas provas de

avaliacdo da fun¢do vestibulo-espinhal utilizando posturografia. Os pacientes com
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Enxaqueca Vertiginosa mostraram um aumento de balan¢co quando comparado com os dois
grupos controle, principalmente no Sensory Organization test 4,5 e 6 (SOT 4,5 e 6), enquanto
que os mesmos pacientes apresentaram movimentos Oculo-motores e respostas caloricas

18,23

normais durante os intervalos entre os quadros vertiginosos. Enquanto que alteragdes na

prova da cadeira rotatoria mostraram-se mais freqiientes do que achados anormais na

eletronistagmografia (ENG).">~°

Ja Dimitri et al, realizou uma analise de multivariaveis na tentativa de
determinar uma diferenca entre Enxaqueca Vertiginosa e SM utilizando testes vestibulares.
Concluiu que uma resposta vestibular reduzida e alteragdes na prova da cadeira rotatdria
foram significativas em 91% dos casos para fazer essa diferenca entre Enxaqueca Vertiginosa

e SM.*

Em resumo, ndo parece haver um padrdo tipico nos testes vestibulares para
determinar o diagnéstico de Enxaqueca Vertiginosa, refor¢cando assim, cada vez mais, a
importancia de uma boa historia clinica. Testes vestibulares como ENG, cadeira rotatoria,
eletrococleografia (ECoG) e Potenciais Evocados Miogénico Vestibulares (VEMP) podem
contribuir ou refor¢ar uma hipdtese diagnostica ja estabelecida com a anamnese. Ja para a
diferenciacdo entre Enxaqueca Vertiginosa e SM, perda auditiva progressiva, continua sendo

o melhor método de diferenciagdo entre essas duas disordens.

1.6 HISTORICO DE ASSOCIACAO ENTRE AS SINDROMES

A relacdo entre a Sindrome de Méniére e Enxaqueca foi relatada pelo proprio
Prosper Ménicre em 1861, assim como varios outros autores que discutiram a possibilidade
dessa relacdo entre as duas doencas. Prosper Méniére notou que ambas as doengas
comumente manifestavam episddios de vertigem, alteragcdes auditivas flutuantes e episodios
de vOmitos. A Associagdo entre enxaqueca e disfuncdo auditiva-vestibular, especialmente

disfungdo vestibular, ja era conhecida de longa data.
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Figura 1. Ilustra¢do da relacdo entre as sindromes. Fonte: Cal & Bahmad, 2008.

Altan Kayan e Hood em 1984 tiveram o cuidado de fazer uma revisao histérica
desta relagdo. Encontraram que Aretaeus, nascido na Capadocia no ano 131 da era crista, fez
uma descri¢do de cefaléia com caracteristicas de crises de enxaqueca e a correlacionou com

alteracdes auditivas e do equilibrio.

Liveing em 1873 (apud Pearce, 1986) foi quem primeiro descreveu a clara
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associagio entre disfuncio Auditivo-vestibular em paciente portadores de enxaqueca.’

Atkinson em 1942 publicou um trabalho discutinda a relacdo entre as duas
doengas, definindo que existiam similaridades entre enxaqueca e sindrome de Méniere, como
variagOes da severidade dos sintomas e cronologia comum as duas doengas no aparecimento

dos sintomas. Estabeleceu um pequeno grupo que era sensivel a histamina e acreditava que
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os sintomas eram causados por uma vasodilatacdo primaria. Denominou dois grupos
diferentes: grupo vasodilatador (cefaléia precede a vertigem) e grupo vasconstrictor
(vertigem precede a cefaléia) e acreditava que esses sintomas poderiam mudar com o passar
dos anos, ou seja, as criese individuais variam com o passar do tempo. Especificamente

discutiu a conversao de enxaqueca para sindrome de Méniére, cinco casos em sua série.

Em 1962, Atkinson retoma a discussdo entre SM e Enxaqueca. O mecanismo
vascular em cada um parece ser idéntico: vasoespasmo seguidop de vasodilatacdo e sugeriu a

deficiéncia cronica de vitamina B como causa de disfun¢do autonomica.

Outros autores perceberam a ocorréncia de vertigem e/ou disturbios da audicao

345

como prodromos da enxaqueca.”” Bickerstaff em 1961 introduziu o conceito de enxaqueca

basilar, na qual alteragdes auditivo-vestibulares sdo acompanhadas de cefaléia.’

Morrison em 1981 também notou a associagdo de enxaqueca e cefaléia severa
com disfuncdo auditivo-vestibular simulando a sindrome de Méniére. A vertigem pode
ocorrer como aura, primeiro sintoma da enxaqueca, ou pode ocorrer independente da
enxaqueca. Em alguns pacientes o ininio dos sintomas auditivo-vestibulares surge
posteriormente a uma enxaqueca pre-existente. Pacientes que apresentam sintomas auditivo-
vestibulares podem ndo mencionar a presenca de enxaqueca, a nao ser que seja perguntado
especificamente porque existe uma diferenga de idade no aparecimento dos sintomas de cada

doenca.”®

Kayan e Hood em 1984 descreveram oitenta pacientes com enxaqueca
encaminhados a eles pelo servico de neurologia porque apresentavam sintomas auditivo-
vestibulares, neste grupo identificaram 7,5% de casos mimetizando sindrome de Méniére.
Olsson em 1991 estudou cinquenta pacientes portadores de enxaqueca basilar, com sintomas
neurolédgicos e encontrou 12% de portadores de sintomas auditivo-vestibulares. A incidéncia
de sintomas auditivo-vestibulares poderia estar aumentada em pacientes com enxaqueca

quando comparada com a populagio em geral.’

Alguns estudos t€ém documentado que as crises frequentes de enxaqueca podem
deixar sequelas auditivo-vestibulares permanentes. Testes caloricos assimétricos podem

ocorrer com mais frequéncia nestes pacientes, se comparados com a populacdo controle.
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Baloh em 1997, estudou trés familias com numerosos individuos apresentando
enxaqueca com episodios fugazes de vertigem e apos alguns anos, esses pacientes
apresentaram perda progressiva da funcdo vestibular periférica. No estudo genético por
analise de linkage esses pacientes apresentaram suspeita de mutagdo na subunidade dos
canais de célcio que ¢ expressa seletivamente nas células ciliadas vestibulares o que explica
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os episddios de vertigem e vestibulopatia progressiva com audi¢do normal desses pacientes.

Relagao dos Sintomas Comuns entre as Sindromes

Pacientes portadores de Pacientes portadores de
Sindrome de Meniére Enxaqueca com Aura
Sintomas de Enxaqueca Sintomas Meniére-like

Cefaléia Vertigem e Surdez Flutuante em

baixas frequéncias
Hinchcliffe et al, 1963 43

Eklund et a/, 1999 “: Atkinson et al, 1962 4
Ceranic et al, 2006 4 Kayan et al, 1984 ¢

Olsson et al, 1991 4°
Baloh et al, 1997 & 2000 50.51
Radtke et al, 2002 25
Neuhauser et al, 2001 & 2004 27.32

Sintomas tipo Aura Plenitude Auricular e Zumbido
Kentala et a/, 1997 46 Baloh et a/, 2000 &t
Baloh et a/, 1999 47 Radtke et al, 2002 2

Neuhauser et al, 2001 & 2004 27.32

Quadro 3. Relagdo dos sintomas comuns entre as sindromes. Fonte: Cal & Bahmad, 2008

1.7 DIFERENCIANDO ENXAQUECA COM AURA DA ENXAQUECA ASSOCIADA A
DISFUNCAO AUDITIVO-VESTIBULAR

A primeira diferenca que deve ser avaliada para diferenciar um quadro clinico
de enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-vestibular de uma enxaqueca com aura classica

¢ quanto a duragdo da cefaléia.
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Nos quadros de enxaqueca cldssica os sintomas podem durar de poucos
segundos até 60 minutos, enquanto que nos casos de enxaqueca associada a disfungdo
auditivo-vestibular, os sintomas geralmente persistem por horas, dias e at¢ mesmo semanas.
Pacientes adultos que apresentam quadro clinico de enxaqueca associado a disfungdo
vestibular geralmente relatam vertigem espontanea ou de posicao, as vezes iniciando com um

. A . .. 6
quadro de vertigem espontanea e posteriormente se transformando em posicional.

Um dado importante ¢ que essa vertigem de posicao difere da vertigem
observada nos quadros de vertigem postural paroxistica benigna (VPPB) quanto a duracao.
Normalmente pacientes com enxaqueca associada a disfuncdo cécleo-vestibular descrevem
sensacdo vertiginosa por todo o tempo em que a cabeca permanecer na devida posi¢do-
gatilho, ao contrario dos quadros de VPPB onde a vertigem tem duracdo apenas de alguns
segundos. Intolerdncia a movimentos € outro aspecto bem caracteristico de enxaqueca
associada a disfuncdo auditivo-vestibular muito similar com os aspectos clinicos da cinetose
(sensacdo de desequilibrio, ilusdo de movimento e niusea agravada por movimentagado
cefalica).”” Vertigem visual induzida por telas de cinema, iluminagdo como a de lojas e
shoppings centers e telas de computadores também sdo muito caracteristicas nos quadros de

enxaqueca associada a disfuncao auditivo-vestibular.

Quanto a duragdo dos ataques de vertigem, esses podem variar bastante, indo de
minutos até 2 horas (46,4%), varias horas ou semanas (30,4%)."° Lembrando que alguns
individuos muitas vezes levam semanas a meses para se recuperar totalmente de um ataque
vertiginoso. Esses ataques podem ocorrer com uma freqiiéncia de dias, semanas, meses ou
até mesmo anos de intervalo. No entanto, quando os achados clinicos tem duracdo entre 5 e
60 minutos, a diferencia¢do entre enxaqueca associada a disfun¢do auditivo-vestibular e um

quadro de enxaqueca com aura pode ser mais complicado.

A arma mais importante do médico para fechar o diagnostico de enxaqueca
associada a disfun¢ao auditivo-vestibular continua sendo uma boa histéria clinica. Em 2001,
baseado nos critérios estabelecidos para o diagnostico de enxaqueca da Sociedade
Internacional de Cefaléia (IHS), Neuhauser et al. 2001, publicou em seu artigo cientifico os

. , . . , . . 24
critérios clinicos adotados para o diagndstico desta entidade.
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Neste trabalho, que talvez até hoje, seja o que mais contribuiu para a
padronizagdo diagndstica dessa entidade clinica, os autores definiram critérios diagndsticos
de Enxaqueca associada a disfunc¢do auditivo-vestibular para estas duas formas: definida e
provavel. O método utilizado por esses autores foi avaliar pacientes de trés grupos distintos,
0 primeiro com pacientes presentes ao ambulatorio de distirbios vestibulares (n=200), o
segundo grupo era composto de pacientes com quadro de enxaqueca (n=200), segundo os
critérios da IHS e o terceiro grupo eram pacientes da clinica ortopédica do mesmo hospital

que apresentavam as mesmas faixas etarias dos pacientes do grupo 1 (grupo controle/n=200).

Depois de avaliar esses grupos, os autores propuseram o0s seguintes critérios
para classificar a enxaqueca associada a disfun¢do cécleo-vestibular (Quadro 2). Depois de
avaliar esses grupos os autores definiram os seguintes critérios para definir quadros de

enxaqueca associado a vestibulopatia:

1) Episodios de sintomas vestibulares, de moderada a severa intensidade
(vertigem rotacional, vertigem posicional, outras sensagdes de intolerancia a
movimentagdo cefalica, etc)

2) Enxaqueca segundo os critérios da IHS

3) Pelo menos um dos seguintes sintomas de enxaqueca durante pelo menos
dois ataques de tontura (cefaléia, fotofobia, fonofobia, distirbios visuais ou
outros sintomas de aura)

4) Exclusdo de outras causas depois de investigacdo clinica

Sintomas vestibulares “leves” foram definidos como aqueles que ndo interferem
nas atividades didrias do individuo, “moderados” quando interferem nas atividades didrias
mas ndo as impede, e “severos” quando hd impedimento pelo individuo de exercer suas
atividades didrias. Vale lembrar que tonturas de origem ndo-vestibulares como hipotensdo
ortostatica ndo foram incluidos. Os pacientes definidos como provaveis portadores de

enxaqueca associada a vestibulopatia seguiam os seguintes critérios:

1) Episodios de sintomas vestibulares, de moderada a severa intensidade
(vertigem rotacional, vertigem posicional, outras sensagdes de intolerancia a

movimentagdo cefalica, etc).
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2) Pelo menos um dos seguintes sinais segundo a IHS para pacientes com
enxaqueca: sintomas enxaquecosos durante ao menos dois episodios
vertiginosos, sinais “gatilhos” para quadros de enxaqueca como alguns
alimentos, irregularidades do sono, mudancas hormonais e reposta positiva a
drogas anti-enxaqueca.

3) Descartar outras causas definidas de tontura apds devida investigagdo

diagnostica.

Esses critérios sao adotados pela maioria dos autores e servigos internacionais
na tentativa de padronizagdo do diagndstico da enxaqueca associada a disfungdo cocleo-

. 9,10,16,18,25,26,27,41 .
vestibular,®!0:16:18.25.26.27, Mais

recentemente, em 2003, Marcus e colaboradores
desenvolveram um questionario baseado nos critérios estabelecidos por Neuhauser, para
servir como uma ferramenta de triagem para pacientes com quadros de alteragdes

vestibulares, onde o diagnéstico de enxaqueca associada & vestibulopatia é cogitado.*

Virios autores ja tentaram realizar estudos de avaliagdo vestibular e auditiva em
pacientes com diagndstico de enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-vestibular, buscando
estabelecer um padrdo de achados vestibulares que ajudasse o diagnostico clinico dessa
entidade, ou mesmo na tentativa de utilizar testes de funcdo vestibular para diferenciar

. . ~ .. . , . e e 9.16
enxaqueca associada a disfuncio auditivo-vestibular de estagios iniciais de SM.”'%!1%-23¢37

1.8 DIFERENCIANDO ENXAQUECA ASSOCIADA A DISFUNCAO AUDITIVO-
VESTIBULAR DA SINDROME DE MENIERE

Battista, em 2002, realizou uma anélise audiométrica dos achados audiologicos
em 76 pacientes com enxaqueca associada a disfun¢do auditivo-vestibular e 34 pacientes com
diagnostico de Sindrome de Méniere. Como resultado observou que apesar de haver algumas
descricdes na literatura de alteracdes auditivas nos pacientes com enxaqueca associada a
disfun¢do auditivo-vestibular, a maioria deles apresentam niveis auditivos normais, enquanto
que nos pacientes com Sindrome de Méniere isso ndo ¢ observado (considerando que a

flutuagio auditiva faz parte do quadro clinico tipico da Sindrome de Méniére)."°
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Outro estudo feito por Furman et al., com pacientes com enxaqueca associada a
disfun¢do auditivo-vestibular realizando uma bateria de testes vestibulares e encontrou uma
alteracdo nas provas de avaliagdo da fun¢do vestibulo-espinhal utilizando posturografia. Os
pacientes com enxaqueca associada a disfuncdo cocleo-vestibular mostraram um aumento de
balango quando comparado com os dois grupos controle, principalmente no Sensory
Organization Test 4,5 e 6 (Equitest®), enquanto que os mesmos pacientes apresentaram
movimentos 6culo-motores e respostas caloricas normais durante os intervalos entre os

18,23

quadros vertiginosos , enquanto que alteracdes na prova da cadeira rotatoria mostraram-

se mais freqiientes do que achados anormais na eletronistagmografia (ENG).">~

J& Dimitri e colaboradores realizaram uma analise de multivariaveis na tentativa
de determinar uma diferenca entre enxaqueca associada a disfuncdo coécleo-vestibular e SM
utilizando testes vestibulares. Concluiram que uma resposta vestibular reduzida durante a
prova caldrica e alteragcdes na prova da cadeira rotatoria foram significativas em 91% dos
casos para fazer essa diferenca entre enxaqueca associada a disfun¢do cdcleo-vestibular e
SM.** Em resumo, ndo parece haver um padrio tipico nos testes vestibulares para determinar
o diagnostico de enxaqueca associada a disfuncdo cocleo-vestibular, reforcando assim, cada
vez mais, a importancia de uma boa histéria clinica. Testes vestibulares como ENG, cadeira
rotatdria, eletrococleografia (ECoG) e potenciais evocados miogénicos vestibulares (VEMP)
podem contribuir ou reforcar uma hipdtese diagnostica ja estabelecida com a anamnese. Ja
para a diferenciacdo entre enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-vestibular e SM, perda
auditiva progressiva, continua sendo o melhor método de diferencia¢do entre essas duas

desordens.

1.9 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA ORELHA INTERNA

O equilibrio corporal ¢ resultado da integracdo da complexa estrutura sensorio-
motora, constituida pelos receptores sensoriais periféricos, sistema sensorial central, sistema
de controle e planejamento motor central e o sistema periférico de execu¢do motora,

associada a capacidade de adaptacdo do ser humano ao meio ambiente.

O sistema de receptores sensoriais periféricos compreende os mecanismos

somato-sensoriais, a visdo e o sistema vestibular. O sistema vestibular periférico ¢ formado
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pelo labirinto (orelha interna) e nervos vestibulares, enquanto que os nucleos e inter-relagdes

no sistema nervoso central compdem o sistema vestibular central.

A orelha interna ¢ composta de duas partes: o labirinto 6sseo, uma série de
cavidades no interior da por¢ao petrosa do osso temporal; ¢ o labirinto membranoso, um
conjunto de bolsas membranosas comunicantes, contidas nas cavidades osseas. O labirinto
Osseo ¢ formado pela coclea (na por¢do anterior) que esta relacionada a audig¢do. O vestibulo
(por¢do central) e os trés canais semicirculares lateral, superior e posterior, (por¢ao
posterior), relacionada com o equilibrio. Na figura 2 esté representado o interior do labirinto
Osseo, onde identifica-se trés estruturas a saber: a coclea constituida pela rampa timpanica,
rampa vestibular, lamina espiral 6ssea, e orificio do aqueduto da coclea; o vestibulo onde se
encontra o recesso esférico, crista do vestibulo, janela da céclea, recesso coclear, orificio do
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aqueduto de vestibulo e abertura do ramo comum; e 0os canais semicirculares.

Recessus elliplicus

Recessus spheericus

Orifice of aquaductus vestioul
: Orifice of aqueedictus cochleac
Fossa cochlearis fice of ag

Cochlear fenestra

Figura 2. Interior do labirinto sseo direito. Fonte: Warwick, 1979.

O labirinto membranoso (Figura 3) ¢ constituido pelo ducto coclear anterior,
saculo e utriculo no interior do vestibulo, pelos ductos semicirculares ao longo dos canais

semicirculares que ocupam cerca de Y4 do didmetro dos mesmos e pelo ducto e saco
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endolinfaticos. Dentro do labirinto membranoso circula a endolinfa rica em potassio e pobre
em sodio, como os liquidos intracelulares. O espaco localizado entre o labirinto 0sseo e
membranoso ¢ preenchido pela perilinfa, rica em sédio e pobre em potassio, como 0s

liquidos extracelulares.

O ducto endolinfatico origina-se na parede posterior do saculo (mais anterior e
menor que o utriculo), percorre o aqueduto vestibular e termina em desdobramento da dura-
mater que reveste o osso temporal, o saco endolinfatico. O labirinto membranoso anterior
(ducto coclear) se comunica com o labririnto membranoso posterior (saculo) por meio do

ducto reuniens.

R.sac. sup. (Voit)
N.sac. maj.

R.vest.—coehl. (Oort)

‘ Sup.

R / /lnfh}Gangl.Scar;:ae
\‘ J

N.vest.

N

fac.

N.cochl.

Can reuniens ”
R.cochl.~sacc” ¥

Figura 3. Esquema do labirinto membranoso projetado no interior do labirinto 6sseo. Fonte: Max Brodel, 1937

O o6rgdo da audicao € composto por células sensoriais contidas no ducto coclear,
este também chamada de escala média ou rampa média, dentro de um tubo espiral na coclea
Ossea, situando-se ao longo da parede externa, na membrana basilar. A membrana basilar
forma o assoalho deste ducto e uma segunda membrana, mais delicada, chamada membrana
de Reissner, forma o teto. A por¢do situada acima da rampa média ¢ denominada rampa

vestibular, e a por¢do situada abaixo da membrana basilar ¢ a rampa timpanica. (Figura 4)
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Figura 4. Fotomicrografia de microscopia eletronica colorida revelando o 6rgdo de Corti em corte transversal.
Note as células ciliadas em azul. Fonte: Banco de fotos do laboratdrio de osso temporal da Massachusetts Eye &
Ear Infirmary.

O orgao de Corti ¢ uma estrutura epitelial que se estende ao longo do ducto
coclear, sobre a membrana basilar e ¢ dividido em duas partes: uma interna, constituida por
células ciliadas internas, as mais inervadas no orgdo de audi¢do (Figura 5); e externa

constituida por células ciliadas externas, mais numerosas, ¢ menos inervadas. (Figura 6).
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Figura 5. Fotomicrografioa de microscopia eletronica colorida revelando as células ciliadas externas (azul) e
sua inervacdo (cinza). Fonte: Banco de fotos do laboratério de osso temporal da Massachusetts Eye & Ear
Infirmary.

Figura 6. Fotomicrografia de microscopia eletronica confocal evidenciando as células ciliadas internas. Corpo
celular e cilios (verde); nucleos celulares (azul); fibras nervosas (laranja). Fonte: Banco de fotos do laboratdrio
de osso temporal da Massachusetts Eye & Ear Infirmary.
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Figura 7. Fotomicrografia de microscopia
eletronica confocal evidenciando as células
ciliadas vestibulares. Corpo celular (verde);
cilios (vermelho); ntcleos celulares (azul);
fibras nervosas (verde). Fonte: Banco de
fotos do laboratorio de osso temporal da
Massachusetts Eye & Ear Infirmary.

O nervo vestibulo-coclear (oitavo par craniano) divide-se perto da extramidade
lateral do meato actstico interno em uma por¢do anterior ou coclear, € uma posterior ou
vestibular. O nervo coclear, dividi-se em numerosos filamentos na base do modiolo; aqueles
para os giros basal e médio do ducto coclear, passam pelos forames do trato espiral
foraminoso, aqueles para o giro apical correm pelo canal central, e curvando-se para fora,
transitam entre as lamelas da lamina espiral 6ssea. O ganglio espiral constituido de células

bi-polares das quais se originam as fibras do nervo, ocupa o canal espiral do modiolo. (Figura
8)
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Figura 8. Fotomicrografia de osso temporal em sec¢do médio-modiolar, evidenciando os nervos vestibulo-
coclear. Fonte: Banco de imagens do laboratério de otopatologia da Massachusetts Eye & Ear Infirmary,
Harvard Medical School, Boston — MA — EUA.

1.10 FISIOPATOLOGIA

A fisiopatologia da MAD ainda ndo foi totalmente esclarecida, mas suas
manifestagdes clinicas podem ser das mais diversas formas. Alguns estudos tém
documentado que as crises frequentes de enxaqueca podem deixar sequelas auditivo-
vestibulares permanentes. Testes caloricos assimétricos podem ocorrer com mais frequéncia

. ~ 1
nestes pacientes, se comparados com a populagio controle.'®

Baloh em 1997, estudou trés familias com numerosos individuos apresentando
enxaqueca com episddios fugazes de vertigem e apds alguns anos, esses pacien tes

apresentaram perda progressiva da fungo vestibular periférica.*’

No estudo genético por analise de linkage esses pacientes apresentaram suspeita

de mutagdo na subunidade dos canais de cdlcio que € expressa seletivamente nas células
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ciliadas vestibulares o que explica os episddios de vertigem e vestibulopatia progressiva com

audicdo normal destes pacientes.

Brown em 1941 relatou a freqliéncia elevada de historia familiar para
hipoacusia e cefaléia, e sua possivel relagdo, em cinco familias. Acreditava no fator
hereditario para hidropisia labirintica, associada a hipoacusia neurossensorial e vertigem.
Concluiu que Sindrome de Méniére e Enxaqueca poderiam ocorrer ndo somente na mesma

1: , . 43
familia, mas também, no mesmo paciente.

Bernstein em 1965 analisou sete familias com mais de um individuo afetado por
vertigem e hipoacusia. As evidéncias sugeriram relacdo entre sintomas da Sindrome de
Me¢éniere, Enxaqueca e Sistema Nervoso Autdbnomo. Em alguns casos considerou, possivel, o
fator hereditario. A andlise cuidadosa dos heredogramas estudados indicava uma heranga
autossomica dominante com penetrancia incompleta. Contudo analises rigorosas da maioria
dessas familias revelaram que todos os individuos afetados nesses estudos, ndo tinham a
forma classica da Doenca de Ménicre. E acreditavam que isto seria possivel se os individuos
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da familia tivessem sido expostos aos mesmos agentes ambientais.

Paparella em 1991 demonstrou uma freqiiéncia acima de 20% de historia
familiar positiva sugestiva de Ménieére em pacientes portadores dessa patologia, sugerindo,
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com isso, haver uma predisposicdo genética para essa doenga em alguns pacientes.

Em 1992, Oliveira e Braga publicaram o relato de uma familia afetada pela
Sindrome de M¢éniére, a qual tem como modo de transmissdo genética a forma autossomica
dominante, e a cefaléia estava associada ao quadro em varios individuos da referida familia.
A partir desses dados, os autores citados propuseram ndo haver diferenga entre a Sindrome
de Méniere hereditaria e a Sindrome de Méniére esporadica (idiopatica). Apenas o modo de
transmissdo da primeira seria autossomico dominante, enquanto o da segunda seria uma
mutagdo esporadica, distinguindo-se do pensamento defendido por Kognismark & Gorlin.
Esse modo de transmissdo era sugerido apenas pela analise do heredograma, necessitando

. ~ r r1: re: 12
assim de comprovagao através de andlise genética.

Morrison em 1995, estudando 41 familias com mais de um individuo afetado

por sintomas auditivos e vestibulares, conclui que se trata de sindrome geneticamente
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determinada. Familias estudadas mostraram uma heranga autossémica dominante com
penetrancia da mutacdo em mais de 60% das irmandades. Nestas familias muitos individuos
exibiam predominantemente sintomas vestibulares. Propos o fendmeno da antecipagdo por
meio de sucessivas geragdes, em que Os primeiros sintomas surgem precocemente nas
geracdes mais jovens e héd tendéncia de maior severidade nas manifestagdes da doenca. A
penetrancia incompleta do gene pode explicar o salto de geragdes e alguns casos

r1: 38
"esporadicos".

Fransen e colaboradores em 1999 através do estudo genético de ligagdo
(Linkage) de uma familia, com perda auditiva neurossensorial progressiva, nao sindromica,
com disfungdo vestibular, mapearam uma doenga do locos DFNA9 no cromossomo 14.%
Pela andlise da mutacdo do gene COCH mostraram uma pequena mutacdo ja descrita por

BOM e colaboradores.*

Esta muta¢do também estava presente na familia descrita por Khetarpal e
colaboradores em 2000, com perda auditiva neurossensorial ndo sindromica autossomica
dominante, o qual ¢ originario da familia DFNA9.* Como mais de 25% dos pacientes da
familia estudada por Fransen e colaboradores em 1999 apresentavam episodios de zumbido,
vertigem, pressdo auricular e perda auditiva, os autores estabeleceram que uma mutacio
genética especifica num locos de gene conhecido poderia levar a Doenca de Méniére. Porém,
fizeram a observagdo de que a hipoacusia flutuante caracteristica da Doenca de Méniére nao
estava presente na maioria dos pacientes e a perda auditiva, quando presente, somente nas

altas freqiiéncias.”’

1.11 O GENOMA HUMANO

Nos ultimos anos, houve uma grande explosdo no aprimoramento de técnicas
para o desenvolvimento de estudo na area de genética molecular. A genética molecular ¢
uma subdivisdo da biologia molecular, sendo responsavel pela pesquisa da localizacao
cromossomica dos genes, do isolamento dos genes propriamente ditos, da detec¢do de
mutacdes genéticas e de suas consequéncias, tanto em termos de funcionamento celular

quanto de determinacao de fenotipos.
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Se os genes humanos representam somente 2 a 3% do total de DNA, os
cientistas decidiram primeiro pela localizagdo dos genes (descobertos atualmente cerca de
50.000) para, em seguida, isold-los e decodificar a informagdo genética contida em

. A . 50
cada um deles, determinando completamente a sequéncia de seus pares de bases.

1.11.1 Principios da Genética

Os genes distribuem-se nos cromossomos de forma linear e cada um possui
uma posi¢do definida em um determinado cromossomo, chamada de /ocos. As formas
alternativas de um gene, que podem ocorrer em um determinado /ocos cromossomico, sao
designadas por alelos. Quando um individuo possui alelos idénticos para um dado
locos, afirma-se que ¢ homozigoto. Caso apresente, no mesmo locos, alelos
diferentes em cada cromossomo homoélogo, diz-se que ¢é heterozigoto para aquela

caracteristica genética ou para aquele gene.

Os alelos presentes em urn determinado locos constituem o gendtipo,
enquanto as caracteristicas que se observam em urn individuo, em nivel morfolégico ou
bioquimico, representam seu fenotipo. O termo gendtipo também designa o conjunto de

todos os alelos presentes em um individuo, ou seja, sua constituicao genética.

Se um fendtipo se expressa mesmo quando somente um cromossomo do par
apresenta o alelo correspondente, afirma-se entdo que este fenodtipo ¢ dominante. Por
outro lado, se a expressdo de um fenotipo exige a presenca de dois alelos do mesmo tipo,
trata-se de um fendtipo recessivo. Quando o individuo possui alelos diferentes e a
expressao de um dos alelos ndo se sobrepde a expressdo do outro, diz-se que os alelos sdo

co-dominantes e ambos os genes apresentam expressdo no fendtipo.

1.11.2 Organizacio do Genoma Humano

Genoma ¢ o termo usado para designar um complemento total de genes em
uma célula, um individuo ou uma espécie. Assim, os gametas (células haploides) possuem
uma copia do genoma, enquanto as células somaticas (dipléides) apresentam duas

copias.



47

O GENOMA NUCLEAR

Cada cromossomo humano consiste de uma unica molécula de DNA de
tamanho variado. O menor cromossomo humano, de niamero 21, tem 50 Mb (cerca de
1,7 cm se a molécula estivesse completamente distendida), enquanto o maior deles, o

cromossomo 1, contém 250 Mb (correspondendo a 8,5 cm).

A posicdo do centromero nos permite distinguir trés tipos de cromossomos
humanos: metacéntrico, submetacéntrico e acrocéntrico. Diversos sdo os pares de
cromossomos humanos que ndo podem ser distinguidos entre si somente pelas suas
formas. Entretanto, existe uma variedade de tratamentos que causam o aparecimento de

bandas ao longo dos cromossomos, permitindo assim a sua distingao.

No método conhecido como banda G, por exemplo, 0os cromossomos siao
tratados com tripsina, a fim de digerir, de modo controlado, os cromossomos, as proteinas
cromossOmicas, quando entdo sdo corados com Giemsa (dai o nome "banda G'). As
bandas visualizadas sdo caracteristicas de cada par de homologos, pois refletem o seu

conteudo de DNA.

Cerca de 75% do genoma humano ¢ constituido de sequéncias simples de
DNA, isto ¢, sequéncias de nucleotideos Unicos ou aparecem muito poucas vezes
representadas no genoma. O DNA restante ¢ composto de sequéncias que se repetem de
centenas a milhdes de vezes, compondo o DNA repetido (rDNA). A partir dos genes ¢
sintetizado um RNA e, portanto, os genes apresentam atividades de transicdo. De toda
forma, o total de DNA codificador (genes) compde somente cerca de 2 a 3% do genoma

humano e encontra-se principalmente entre as sequéncias Unicas de DNA.

O MAPA DO GENOMA HUMANO

Basicamente, existem dois tipos de mapas que podem ser construidos
quando consideramos a localizacdo dos genes do genoma: o mapa genético € o mapa

fisico.

* mapa genético - aquele que da a posicdo de um gene em relagdo a
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outro gene ou a uma sequéncia de DNA conhecida;
* mapa fisico - refere-se a posi¢do fisica de urn determinado gene dentro
do genoma, calculada em unidades fisicas de comprimento (por ex: numero

de pares de bases).

a) O mapa genético

O mapa genético ¢ determinado por meio da taxa de recombinacdo entre
genes localizados no mesmo cromossomo. Entretanto, a taxa de recombinagdo entre
dois genes, que se encontram no mesmo cromossomo, depende do crossing-over.
Contudo, a ocorréncia de um crossing-over entre dois genes depende da distancia entre
os mesmos. A unidade de distdncia usada em mapas genéticos ¢ o centiMorgan (cM),
como homenagem a Thomas Hunt Morgan, um grande geneticista. Cada centiMorgan

representa 1% de chance de que dois genes ligados venham a separar-se durante a meiose.

A obtencdo de um mapa genético de ligacdo (Linkage) é extremamente
laboriosa. Depende da anélise de um vasto nimero de experimentos de cruzamento entre
individuos que diferem para as caracteristicas que se deseja localizar. No caso da espécie
humana, experimentos de cruzamentos sdo eticamente inaceitaveis. Assim, evidéncias de
ligacdo entre dois genes dependem da andlise de diversas geragdes em varias familias.
Esse método ainda ¢, em alguns casos, o mais apropriado, permitindo assim a localizagao
de um gene, mesmo que ndo se tenha qualquer conhecimento prévio sobre sua base
bioquimica ou molecular. E, de fato, o que acontece com a maioria dos genes que

determinam as doencgas genéticas.

Devido a escassez de genes no genoma humano, muitas vezes os estudos de
ligacdo para o mapeamento de um gene sdo feitos em relacdo a uma sequéncia de DNA
conhecida que pode ser facilmente identificada, ao invés de serem feitos em relacdo a um
segundo gene. Tais sequéncias sdo designadas como marcadores e, dada a sua
abundancia, desde a descoberta dos locos marcadores, o0 mapa do genoma humano teve

um incremento significativo

Quando se tem um gene isolado ¢ possivel estudar sua estrutura e
caracterizar as alteragdes moleculares, ou mutagdes, que resultam em doengas genéticas.

A aquisicdo desses conhecimentos tem aplicagdes imediatas no diagnostico de
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doengas genéticas e pode permitir um dia o tratamento das sequéncias defeituosas de

DNA nos pacientes por meio da terapia génica.

1.11.3 DNA no Diagnéstico das Doencas Humanas

As doengas genéticas, quando consideradas isoladamente, costumam ser
raras, mas sdo tantos os distirbios com um componente genético importante que, se
considerados na sua totalidade, afetam um numero significativo de individuos.
Felizmente, progressos alcancados no mapeamento dos genes humanos e a aquisi¢do
da tecnologia do DNA recombinante tem permitido, paralelamente, o desenvolvimento de
novos métodos para se estudarem os genes responsaveis por varias doencas genéticas

importantes.

ORIGEM DAS DOENCAS GENETICAS

Praticamente, qualquer doenga resulta da acdo combinada dos genes com
fatores do meio ambiente. Entretanto, a importancia do papel desempenhado pelos genes

no aparecimento de cada condi¢do moérbida pode variar muito.
As doencas genéticas incluem:

a- doencas monogénicas - aquelas causadas pela alteragdo de um unico par de
genes. A mutagdo pode estar presente em apenas um alelo (acompanhado de um alelo
normal no cromossomo homoélogo e, neste caso, o individuo afetado ¢ heterozigoto) ou
em ambos os alelos (homozigoto). Nas duas situagdes a causa da doenga € a mutagdo em um
gene especifico.Essas doencas apresentam um padrao claro de transmissdo de uma geragdo a

seguinte;

b- doengas multifatoriais - aquelas provindas de fatores ambientais (estresse,
cigarro, dieta etc.) e da interacdo de varios genes. Assim, as doengas ndo resultam de um
erro particular na informacdo genética, mas sim de pequenas variagdes que, somadas,

predispdem a um defeito grave. Embora as doengas multifatoriais tendam a recorrer em
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certas familias, esses distirbios ndo apresentam padrdes de transmissdo tipicos como

as doengas monogénicas;

c- doengas cromossdmicas - aquelas decorrentes da deficiéncia ou do excesso de
cromossomos inteiros ou de segmentos cromossomicos que se originam devido a erros na
divisdo celular. Assim, as alteragdes cromosdmicas envolvem muitos genes e,
geralmente, manifestam-se como uma sindrome que afeta varios 6rgdos e sistemas

do individuo;

d- doengas genéticas das células somaticas - aquelas em que alguns individuos
geneticamente "normais" ao nascerem possam vir a desenvolver certas mutagdes genéticas
nas células somadticas. Fatores ambientais como virus, radiagdo e agentes quimicos podem
estimular danos no material genético, vindo a causar muitas formas de cancer e o

envelhecimento celular.

PADROES DE HERANCA DAS DOENCAS MONOGENICAS

As doencas monogénicas sdo também chamadas de mendelianas, pois
seguem as leis de Mendel na transmissdo de uma geragdo a outra e, em média, ocorrem
em proporc¢des fixas na prole de certos tipos de casamentos. Existem quatro padrdes
basicos pelos quais as doencas monogénicas podem ser herdadas e esses padroes dependem

de dois fatores:

* se o gene estd localizado no cromossomo "X" ou em qualquer outro
cromossomo, a heranca serd ligada ao X ou autossomica, respectivamente;

* se a doencga se manifesta como um fendtipo dominante (se expressa
no heterozigoto, individuo com um alelo mutante) ou recessivo (somente

se expressa no homozigoto, individuo com ambos os alelos mutantes).

Na heranca autossdmica dominante os individuos afetados pela doenga sdo
quase que exclusivamente heterozigotos (Aa), pois o aparecimento de um individuo
homozigoto requer o casamento entre duas pessoas afetadas por uma doenga que ¢, na

maioria das vezes, extremamente rara na populacao.
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As caracteristicas tipicas da heranga autossdmica dominante apresentadas

no heredograma sao:

* transmissdo vertical - pacientes afetados tem um dos pais afetado, e
a doenca ¢ transmitida sem saltar geracdes;

* pessoa afetada, casada com outra normal - probabilidade 50% de gerar
uma crianga afetada;

* individuos de ambos os sexos - podem igualmente ser afetados;

* homens e mulheres - com possibilidades de transmitirem a doenca.

Evidentemente, esses padrdes de heranca ajudam a reconhecer a origem
genética de uma doenga. Contudo, na pratica, a determinagdo de que uma doenca ¢ de
origem genética ou possui uma forte influéncia dos genes, ¢ muito mais complicada
do que se possa imaginar. O fato de uma doen¢a manifestar-se em mais de um individuo de
uma mesma familia ndo chega a ser suficiente para afirmar de que ela e genética. A
exposicdo da referida familia a fatores como agentes infecciosos ou maus hébitos

alimentares poderd ser determinate.

Pode-se dizer que, nem sempre, um individuo que carrega um gene para uma
doenca autossdmica dominante manifesta os sinais clinicos dessa doenga. Assim, diz-se
que ndo houve penetrancia do gene, mas, mesmo assim, ele pode transmitir o gene vindo a

nascer um filho afetado pela doenga.

A manifestacdo de um gene nem sempre acontece na mesma intensidade em
todos os individuos portadores do gene, podendo apresentar expressdo varidvel que,
vez ou outra, permite que um individuo que carrega o gene, mesmo que dominante,
passe despercebido. Sao situagdes que vem complicar sobremaneira o aconselhamento

genético e a estimativa do risco desses individuos gerarem filhos afetados.

A introducdo da tecnologia do DNA recombinante no diagnostico de doencgas
genéticas veio permitir a superacdo de grande parte desses problemas. Quando se analisa o
gene (DNA) ao invés de seu produto primério, estamos nos referindo diretamente a

origem do problema.
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1.11.4 Programas de Triagem Populacional

O diagnostico era realizado em situagdes nas quais havia alto risco de
aparecimento de uma doenca genética, seja pelo fato de os casais ja possuirem um filho
afetado, seja pelo motivo dos individuos, sob andlise, ser parentes de pessoa afetadas. De
toda forma, a historia familiar nesses casos ¢ a principal indicagdo para o diagndstico

genético pela analise do DNA.

Eventualmente, entretanto, os testes genéticos sdo aplicados a toda uma
populacdo, mesmo naqueles individuos sem qualquer ocorréncia prévia da doenca na
familia. Programas de triagem populacional sdo realizados na expectativa de se detectar
todos os individuos que apresentam um determinado gendtipo, que os predispde a

desenvolver uma certa doenga genética ou a ter filhos afetados.

1.11.5 Etica e Genética

Se por um lado o desvendamento completo do genoma humano darad margem
a discriminacdo genética, por outro lado, teremos em maos ferramentas concretas para
lutar contra tais preconceitos. Um dos frutos que se espera do Projeto Genoma Humano ¢

ampliar o nosso entendimento sobre a variabilidade genética e como ela ¢ determinada.



2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo a:

* Caracterizacdo clinica da enxaqueca associada a disfun¢do auditivo-vestibular

* Identificacdo do defeito genético responsavel pela enxaqueca associada a

disfuncdo auditivo-vestibular nos membros afetados.



3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Brasilia — CEP-FM/UnB, pela Comissio 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, caucasiana, de cinco geragdes de Brasilia
foram inicialmente avaliados no Departamento de Otorinolaringologia do Hospital
Universitario de Brasilia. Termos de consentimento informado foram obtidos de todos

membros antes de sua participagdo no estudo.

Os individuos foram avaliados por uma equipe multi-profissional, incluindo um
otorrinolaringologista, neurologista e audiologista. Todos membros participantes
preencheram um questiondrio previamente validado e descrito por Marcus et al.”> O
diagnoéstico de enxaqueca com aura foi feito usando o critério da Sociedade Internacional da
Cefaléia. Vertigem ndo foi considerado como aura para o diagndstico de enxaqueca com

aura.

3.1 ANALISE CLINICA

Todos pacientes com o diagnostico confirmado de enxaqueca foram entdo re-
avaliados por um otoneurologista, e assim identificados como portadores ou ndo de
Enxaqueca associada a Disfun¢do Auditivo Vestibular, usando o critério diagnostico
proposto por Neuhauser e colaboradores. **

1. Sintomas vestibulares episddicos de ao menos moderada intensidade

(Vertigem rotatdtria, vertigem posicional).

2. Enxaqueca de acordo com o Critério da Sociedade Internacional da Cefaléia

(IHS).
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3. Pelo menos um dentre os sintomas de enxaqueca durante pelo menos 5
episodios de vertigem: cefaléia enxaquecosa, fotofobia, fonofobia, auras do tipo
visual ou outras.

4. Outras causas excluidas através de investigagdo apropriada.

Todos individuos afetados foram submetidos a audiometria tonal e vocal com
analise de discriminacdo da voz, e também a exames vestibulares constituidos de testes
caldricos e prova rotatéria, além de avaliacdo por exames de imagem do encéfalo com

contraste (tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética em alguns casos).

3.2 ANALISE GENETICA

3.2.1 Obten¢ao do DNA Genomico

O DNA genomico foi isolado através de células nucleadas do sangue ou saliva

de 46 membros da familia:

» Sangue - o DNA foi extraido dos glébulos brancos (leucécitos), uma vez
que as hemadcias nao possuem nucleo (Figura 9);

» Saliva— o DNA foi extraido das células epiteliais da mucosa jugal



56

£3 T1:1UAM

Figura 9. Amostras de sangue da familia em estudo, material de onde foi extraido o DNA gendmico.

A extracdo e a purificacdo do DNA gendmico compreenderam varios
passos que incluiram a lise das células, extracdo das proteinas e do RNA e precipitagao

do DNA.(Figura 10)

O DNA obtido foi quantificado e submetido a amplificacdo pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), gerando milhares de fragmentos. O gene que desejamos

analisar estd contido em um ou mais destes fragmentos.
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Figura 10. Tubo Falcon de 50 ml evidenciando a precipitagdo do DNA apds purificagdo. Fonte: banco de
fotos do proprio autor.

3.2.2 Eletroforese

Foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de agarose para separar e
visualizar os fragmentos de DNA produzidos pela digestdo com enzimas de restri¢do. O
método ¢ conhecido hé 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 presenc¢a do acido fosforico.

O material a ser analisado foi submetido a um campo elétrico, em pH
neutro. As moléculas de DNA sao atraidas para o polo positivo (anodo) e repelidas pelo
polo negativo (cdtodo). Como resultado, ocorre uma migragdo diferencial dos
fragmentos, a qual ¢ inversa ao tamanho da molécula. Os fragmentos pequenos de DNA

alcancam distancias maiores em relacdo a origem, quando comparados com o0s
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fragmentos grandes, os quais tem maior dificuldade para atravessar a resisténcia da

matriz.

A molécula do DNA ¢ grande e complexa que, apos a digestdo com as
enzima de restricdo, milhdes de fragmentos foram gerados, de tal forma que ¢ impossivel
individualizar os fragmentos quando o DNA ¢ visualizado sob luz UV, apos a eletroforese

em gel de agarose.

Portanto, o que se observou ndo foram propriamente bandas separadas, mas
sim uma faixa continua dos fragmentos distribuidos por ordem de tamanho. Nessa fase,
qualquer DNA humano tem o mesmo aspecto, quer ele provenha de um individuo normal
ou de um paciente com doenca genética grave. Mesmo assim, a observa¢do do gel foi uma
etapa muito importante do processo, pois nos indicou se a digestdo do DNA foi bem feita

e se a eletroforese foi bem sucedida.

Paralelamente ao DNA humano sob andlise, foi colocado no mesmo gel
uma amostra de DNA, que evidencie na eletroforese fragmentos de tamanhos

conhecidos, os quais serviram como pontos de referéncia (marcador).

Uma vez que se conhece o tamanho de cada banda, foi possivel construir
uma curva que relaciona o tamanho do fragmento (em pb ou kb) com a distdncia (em cm
ou mm) atingida por cada banda. Esta curva permitiu estimar o tamanho de um certo

fragmento no DNA humano por meio da distdncia correspondente percorrida.

O proximo passo foi identificar, entre os milhdes de fragmentos, aquele
referente ao gene/locus que se quer diagnosticar, para verificar se trata de um gene normal

ou mutante. Isso foi feito através da hibridizacao.

3.2.3 Hibridiza¢do com Oligonucleotideos Alelo Especificos (Aso)

O DNA gendmico, na concentracdo de 50ng/pl, foi fixado em filtro de
nitrocelulose. Essa pequena amostra de DNA em solugdo foi gerada a vacuo, em um
método conhecido como dot-blot. O DNA previamente desnaturado e hibridizado foi

fixado na membrana com sondas que reconhecem um alelo particular. Para essa
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hibridizag¢do utilizou-se, como sonda uma sequéncia de oligonucleotideos perfeitamente
complementar a cada elo possivel do gene. (Atlele-Specific Oligonucleotide - ASO)
(Figura.11).

Dessa forma, foi possivel distinguir diferentes alelos de um mesmo gene, pois
essa hibridizacdo ¢ tao sensivel, que somente ocorre em caso do oligonucleotideo ser

absolutamente complementar ao alelo.

Fragmentos de RNA do paciente a ser testado (com o sinal vermelho)

Fragmento de RINVA lubiidiza com a biblioteca
de DNA do Genechip Kit

Figura 11. Ilustragio do processo de hibridizagio através do Genechip Kit”. Fonte: Manual oferecido pela
Affymetryx Coorporation.

3.2.4 Analise de Ligacao (Linkage)

O DNA gendmico amplificado pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase

(Polymerase Chain Reaction - PCR) foi submetido a andlise de ligacdo ou andlise de
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Linkage, do inglés, que ¢ uma técnica bioestatistica para localizagdo de regides

cromossOmicas contendo os genes com mutagoes.

O poder da evidéncia em favor da ligagdo (linkage) € convencionalmente

medido como LOD Score. Quando LOD scores >1.5 (p < 0.01), denomina-se Linkage

Sugestiva: ou sugestivo de ligacdo. E resultados de LOD scores >3.0 (p < 0.0001), diz-se

tratar de evidéncia muito forte de ligacao (Lander et al, 1995).

O gréfico abaixo ilustra a relagdo do LOD score com outras formas de analises

bioestatisticas como o valor de p e o z-score (Grafico 1).
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Grifico 1. Analise ilustrativa e comparativa entre LOD score, valor de “p” e Z score. Fonte: Lander et al.

Nature Genetics 1995; 11: 241-7.
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Esse tipo de estratégia diagnostica tem a vantagem de poder ser aplicado
mesmo se o gene ndo foi ainda identificado e clonado, desde que se detecte um
polimorfismo de DNA que esteja proximo do gene da doenca; isto &, esteja ligado ao gene
e, dessa forma, seja transmitido junto com e!e. Entretanto, diagndsticos por polimorfismos
de DNA apresentam algumas limitagdes. A principal ¢ que a familia devera ser
informativa, isto ¢, a ligacdo entre cada alelo do gene deve ser, inequivocamente,

estabelecida com um determinado padrdao do polimorfismo de DNA.

3.2.5 Mapeamento Genético de Todo Genoma e Mapeamento Fino com Marcadores

Microsatélites

Todos membros foram primeiramente genotipados usando marcadores
microsatélite com o objetivo de verificar locus previamente identificados para doengas
correlatas como Enxaqueca com Aura e Vertigem Benigna Recorrente Familiar. Foram entao
excluidas regides candidatas, previamente identificadas para Enxaqueca com aura (4q24;

11q24; 15q11- q13; 19p13) °'* ¢ Vertigem Benigna Recorrente Familiar (22q12).>

Em seguida foi realizado mapeamento genético de todo genoma com o DNA de
21 membros da familia, usando o Kit GeneChip Mapping 10K 2.0 Array (Figura 12) da

industria Affymetrix (Santa Clara, California).
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Figura 12. Esquema demonstrando o mapeamento do genoma realizado pelo GeneChip 10K Kit. Fonte:

Manual da Affimetrix Corporation para o 10K Kit.

Analises preliminares de todo genoma foi realizada com o programa Vitesse®>°
usando janelas de 6-marcadores para todos os cromossomos. Assumindo o modo de heranga

autossdmico-dominante com uma frequéncia de alelos de 0.001 e penetrancia de 85%.

Para confirmacdo diagnostica foram utilizados marcadores microsatélite com
distancia sempre menores do que 5 centiMorgans (cM) da area suspeita, o que significa

uma sequéncia de recombinagdo de 5%, ou seja, 5% de erro no diagndstico.

O maior pico de lod scores encontrado desta forma foi investigado utilizando
marcadores microsatélites com pigmentacao fluorescente através de um analisador especial

da empresa Applied Biosystems 3730x] DNA Analyzer (Foster City, California). Analise de
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dois pontos e multi-pontos foram realizadas utilizando-se os genotipos obtidos a partir dos

marcadores microsatélites usando o programa anteriormente citado, o Vitesse®.

Frequéncias dos alelos para os marcadores microsatélite para o cormossomo 5
foram estimadas através do gendtipo realizado de 25 individuos brasileiros sadios como
grupo controle. As posi¢des de Megabase usadas foram do NCBI Build 35. As posi¢des em

Centimorgan foram obtidas do deCODE genetic map.”’



4 RESULTADOS

A familia selecionada, Caucasiana, originaria de Brasilia, compreende cinco
geracdes. 146 membros dessa familia foram analisados do ponto de vista clinico e 32
membros, do ponto de vista genético-molecular. Desses 32 membros analisados
geneticamente, 10 sdo portadores de enxaqueca associada a disfungdo auditivo-

vestibular.(Figura 13)

4.1 ANALISE CLINICA

O paciente indice, apresenta em sua historia natural, zumbido, vertigem e perda
auditiva associados com quadro de cefaléia do tipo Enxaqueca, baseado nos critérios do
Comité de Classificacdo de Cefaléia da Sociedade Internacional de Cefaléia (2004) e critério
propostos por Neuhauser et al em 2001 para enxaqueca associada a disfungdo auditivo-

vestibular.?*

Dentre os 10 portadores de enxaqueca associada a disfun¢do auditivo-vestibular
seis estavam vivos no final dos doze anos de seguimento dessa pesquisa (1995 a 2006). Dos
seis membros afetados vivos, trés eram da terceira geracdo e trés eram da quarta geragdo. A
idade média dos portadores vivos de enxaqueca associada a disfuncdo auditivo-vestibular da
terceira geracdo era de 86 anos (variando de 81 a 92 anos), enquanto que a idade média
daqueles afetados da quarta gerag@o era de 63 anos (variando entre 60 e 68 anos). Todos os
seis membros afetados preencheram os critérios de Neuhauser et al, 2001 para Enxaqueca

associada a disfun¢@o auditivo-vestibular na categoria tipo Definida.

Todos os membros da familia foram avaliados para enxaqueca associada a

disfung¢ao auditivo-vestibular (Tabelas 1 ¢ 2).

Todos os membros afetados da familia iniciaram os sintomas de enxaqueca com
aura na adolescéncia (idade média de 12 anos). Sintomas vestibulares ocorreram décadas apos
na quarta ou quinta décadas (idade média de 42,2 anos). A avaliagdo audiométrica tipicamente
demonstrou perda auditiva neurossensorial em altas frequéncias, o qual foi consistente com

diagnostico de presbiacusia. A média tritonal avaliada através da audiometria tonal manteve-
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se estavel durante o curso do estudo (doze anos). Perda auditiva em frequéncias graves ou

perda auditiva flutuante foram observados em apenas dois pacientes.

Achados neuroldgicos entre as crises foram normais em todos os pacientes
afetados. Os testes caldricos realizados em todos os paciente afetados foram normais exceto
no paciente III-1 que apresentou preponderancia direcional para esquerda. Exames de
imagem (tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética contrastadas) foram

normais nos seis pacientes afetados.

Dois membros da familia (IV-7 e IV-12) também apresentaram plenitude
auricular, sensacdo de perda auditiva e fonofobia durante os episddios de vertigem. Apesar
da avaliacdo clinica em ambos os casos ser sugestiva de sindrome de Ménicére, fomos
incapazes de documentar um significante perda auditiva ou perda auditiva flutuante pelas

audiometria seriadas, durante os doze anos de acompanhamento em ambos individuos.

A intensidade e frequéncia das crises de enxaqueca e intensidade e frequéncia
dos episodios de vertigem foram analisadas através de um questiondrio previamente testado
(Anexo 1) e revelaram um padrdo de reducdo da intensidade e frequéncia de sintomas da
enxaqueca enquanto que a intensidade e frequéncia dos sintomas vestibulares tendem a se

agravar nesta familia (Tabela 2 e Grafico 2).



