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ARTICULO ORIGINAL

Migrafa con aura: Una mirada molecular
a un problema hereditario
Migraine with aura: A molecular view to a hereditary disorder

Alfredo Ramirez Z.3, Violeta Diaz T.%, CeciliaVV Rojas B.?,
Maria Isabel Behrens P.*y Christian Kubisch?

Migraine with aura (MA) is a common neurological disorder characterized by severe episodes
of headache, generally unilateral, which are preceded by a focal reversible neurological deficit.
The studies on MA reveal the existence of familiar aggregation compatible with a high degree of
heritability and a complex multifactorial mode of transmission. The genetic factors of MA are
unknown. An association to a locus in the long arm of chromosome 4 at the level of 4922-g25
was recently reported in families with MA in Finland. Objetive: To analyze the genomic DNA
of 5 Chilean families with MA to determine if there is linkage to the locus described in Finish
families. Metodology: Families with MA were selected applying the diagnostic criteria of the
International Headache Society (ICD-10), in which the index case or a member of the family
should have MA. The genomic DNA was extracted from peripheral lymphocytes of members of
each family (n = 25). Highly polymorphic genomic markers were used for the systematic analysis
of the locus on 4g22-g25. Results and Discussion: The LOD score analysis of the 5 Chilean
families investigated showed absence of linkage to the marker D4S1578 (maximum 0,35;
p = 0.24). Due to the complexity of MA heritability it is possible that one or more loci different
from the studied region are involved in the pathophysiology of MA. The study will continue
with the inclusion of more family members and isolated MA cases, with the purpose of comparing
Chilean and German families in an independent sample.
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Introduccion

a migrafia es una patologia neuroldgica ex-

tremadamente comdn que puede ser subdi-
vidida en diferentes formas de acuerdo a los sin-
tomas individuales. Las dos formas mas impor-
tantes son la migrafia con aura (MA) y la sin
aura o migrafia comun (MC). La prevalencia de
la migrafia en general varia significativamente y
es aun materia de controversia. Un estudio re-
ciente arroj6é una tasa de prevalencia en el tiem-
po de 33% en mujeres y de 13,3% en hombres®,
a pesar de que otros estudios presentan datos mas
bajos. En Chile, de todas las consultas neuro-
I6gicas en la atencion primaria, representa la se-
gunda causa de consulta con una tasa de 85 por
10.000 (95% IC 70 a 102)@. En América Latina
(Brasil, Colombia y Venezuela) las tasas varian
de 12 a 17%0©.

La MA representa el 10-20% de todos los ca-
sos de migrafias, siendo ligeramente mas frecuen-
te en mujeres (1,5:1, mujer:hombre). El diagnods-
tico y la clasificaciéon correcta de los tipos de ce-
falea han sido dificiles de realizar, lo que ha difi-
cultado la implementacién de estudios epide-
mioldgicos y genéticos reproducibles. La intro-
duccion de criterios diagnosticos por la Sociedad
Internacional de Cefalea (IHS)® ha permitido
una estandarizacion de los diagndsticos clinicos.
La diferenciacion clinica correcta entre MA'y MC
es de especial importancia pues estudios de flujo
cerebral y contenido plaquetario de serotonina
sugieren que ambas patologias tienen mecanis-
mos fisiopatoldgicos diferentes®®,

Los estudios de las bases genéticas de la MA
sugieren la existencia de una agregacién familiar,
aungue la falta de acuciosidad y los diferentes cri-
terios diagnosticos usados en los estudios han lle-
vado a diferencias significativas en la estimacién
del componente genético de la misma. Proble-
mas tales como cuestionarios de validez incierta
o la falta de discriminacién entre la MA 'y la MC
en los estudios iniciales han determinado que la
estimacion real de las bases genéticas de estas dos
patologias sean muy variables. Con el advenimien-
to de los criterios diagndsticos de la IHS y la dis-
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tincion entre MA y MC los resultados obtenidos
son mas confiables. Estudios en gemelos mono y
dicigdticos sugieren un grado de determinacion
genética en la MA de aproximadamente 65%, que
no difiere significativamente entre sexos(”.

Las entidades moleculares responsables de la
MA de herencia compleja ain son materia de es-
tudio. Recientemente en un rastreo genémico
completo en familias finlandesas afectadas de for-
mas comunes de MA compleja se encontro liga-
miento con el locus g22-g25 en el cromosoma
4®_E| objetivo de este trabajo es la identificacion
de factores genéticos en la MA en familias chile-
nas. Especificamente se estudié si familias chile-
nas con MA presentan ligamiento con el locus
4q22-925 descrito en familias finlandesas.

Método

Se seleccionaron 5 familias chilenas del Hos-
pital Clinico de la Universidad de Chile y de la
Clinica Alemana donde al menos un paciente en
la familia cumpliera los criterios de MA de la So-
ciedad Internacional de Cefalea (IHS)®. Se ana-
lizd 25 personas, correspondientes a 5 familias
diferentes (no relacionadas entre ellas). Las fa-
milias 1, 2 y 3 (constituidas por 7 individuos la
primera, y 6 la segunda y tercera) abarcaron 3
generaciones. Las familias 4 y 5 (3 miembros cada
una) abarcaron 2 generaciones. La edad prome-
dio fue de 52,1 + 18,2 afios (promedio = DS) y la
educacién promedio fue de 15 afios. A los pa-
cientes indices y a sus familiares de primer grado
afectados y no afectados que aceptaran partici-
par se les tomd una muestra de sangre venosa
para analizar el DNA. Todos los participantes en
el estudio firmaron un consentimiento informa-
do y la investigacion fue aprobada por el comité
de ética del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile.

Analisis Genético

Se realizé el anlisis sistematico del locus 4g22-
025. Para este estudio se seleccionaron marcado-
res gendmicos altamente polimdrficos (micro-
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satélites), que corresponden a pequefias repeti-
ciones de entre dos y cuatro bases nucleotidicas,
en las que el nimero de repeticiones puede variar.

Utilizando bases de datos gendmicas publicas
(UCSC, NCBI, Ensembl) se definio la region cri-
tica a nivel de 4922-g25, usando como punto cen-
tral el marcador que mostrd el maximo puntaje
LOD (4,20), D4S1647. Se escogieron 7 marcado-
res microsatelitales regularmente espaciados unos
de otros por alrededor de 2-3 Mb. Como criterio
de seleccion de los marcadores se utilizo la hete-
rocigocidad méxima descrita para dicho marca-
dor, utilizando como limite bajo un 70% de
heterocigocidad. Con este criterio los marcado-
res escogidos, ordenados desde centromero a
telémero fueron: D4S2460-D4S423-D4S2909-
D4S1578-D4S1638-D451532-D451591. Se analizé
aproximadamente una region de 12 millones de
bases (Mb), que corresponde a 10cM (centi-
Morgans), la cual cubre completamente la region
descrita originalmente en la poblacién finlandesa.

Para la deteccion de los alelos de la muestra se
marc6 con fluorescencia uno de los partidores de
cada uno de los marcadores microsatelitales usa-
dos. Mediante reaccion de polimerasa en cadena
(PCR) se amplificaron todos los microsatélites de
cada individuo. Los alelos se analizaron utilizan-
do un secuenciador ABI 377 con lector laser para
la deteccién de la fluorescencia. Con dichos re-
sultados se generd una tabla de datos que se uso
para el célculo del puntaje LOD en cada familia
y en conjunto.

Para el analisis de ligamiento se asumid una
frecuencia para el alelo mutante de 0,001, bajo
un modelo de transmisién autosémico dominan-
te y con una frecuencia de fenocopia de 2,4%. La
frecuencia alélica se calculé de los genotipos ob-
tenidos de todos los individuos analizados en esta
muestra. El analisis de ligamiento se realiz6 utili-
zando el programa GenHunter®,

Resultados y Discusion
Las familias estudiadas correspondieron a ge-

nealogias extendidas y a parejas de hermanos. La
Figura 1 muestra como ejemplo dos de las fami-
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lias extendidas analizadas. En ellas se determind
los haplotipos materno y paterno de cada uno
de sus miembros y posteriormente se observo la
herencia de éstos en la familia buscando una re-
lacion entre la presencia de un haplotipo deter-
minado y el padecimiento de MA. Como se ob-
serva en la Figura 1, la transmision de los haplo-
tipos es independiente del estado del individuo
(afectado o sano). El célculo del LOD score multi-
punto, utilizando el programa GenHunter, mos-
tré ausencia de ligamiento con la region 4q22-
025 en las 5 familias analizadas. El valor maximo
que se alcanzo en la muestra fue de 0,35 (p = 0,24)
en el marcador D4S1578. El célculo del LOD
score fue negativo para ligamiento tanto para el
analisis de cada familia por separado como para
el célculo de todas ellas en conjunto.

Se ha visto que el riesgo relativo de MA entre
parientes en primer grado es 3,8 veces mas alto
que en la poblacion general, no asi para la MC®9,
Este hecho remarca dos cosas: a) MA y MC pare-
cieran ser entidades clinicas distintas con meca-
nismos fisiopatoldgicos diferentes; y b) existiria
una mayor influencia de los factores genéticos en
la MA. El patron de herencia mas aceptado ac-
tualmente corresponde a la de una enferme-
dad multigénica, con herencia compleja mas que
mendeliana®.

La migrafia hemipléjica familiar (MHF) es una
forma de MA de herencia autosémica dominan-
te de baja frecuencia, que constituye un subtipo
de MA monogénica, es decir donde se identifica
un solo gen causante. La MHF se caracteriza por
migrafia que se acompafia de hemiparesia 0 he-
miplejia (que podria interpretarse como una for-
ma extrema de aura) y que en algunos casos se
asocia a atrofia cerebelosa progresiva. En la MHF
se han identificado 3 genes responsables. En el
caso de MHF1 el gen causante codifica para un
canal de calcio de expresion neuronal activado
por voltaje denominado CACNLA4¢2. En la
MHF2 el gen codifica una subunidad alfa de la
bomba de sodio y potasio ATP1A2(3, El tercer
tipo de MHF es causado por SCN1A, que codifi-
ca para la sub unidad alfa de un canal de sodio
también de expresion neuronal®?,
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Figura 1. Andlisis de ligamiento y de haplotipos en la region cromosémica 4g24. A modo de ejemplo se muestran dos de
las 5 familias analizadas. EI nombre de los marcadores utilizados se muestra en la columna izquierda; el orden relativo de
los marcadores esta basado en la base de datos publica UCSC (http://genome.ucsc.edu). Los haplotipos observados en
ambas familias se detallan en las barras con distintos formatos de relleno localizadas debajo de cada individuo. Los alelos
paterno y materno observados se anotaron a la izquierda y derecha de cada barra respectivamente. Los nameros entre
paréntesis sefialan alelos supuestos (y por consiguiente también el haplotipo) de los individuos en que no se contaba con
una muestra de DNA. Los ceros entre paréntesis y las barras negras delgadas sefialan los casos en que el alelo y haplotipo
no se pudo deducir, respectivamente. Los cuadrados y circulos sefialan hombres y mujeres respectivamente. Los simbolos
negros indican individuos afectados y en gris se muestran los casos en los que no se pudo determinar si estaba o no
afectado clinicamente. Los individuos fallecidos se marcan a través de una linea diagonal que cruza todo el simbolo.

Los descubrimientos obtenidos en el campo
de la migrafa hemipléjica familiar (MHF) sugie-
ren que una disfuncién de la homeostasis idnica,
gue conduce a una alteracién de la regulacion de
la excitabilidad neuronal puede estar relaciona-
da con la patogénesis de la MHF. El analisis
electrofisioldgico de las mutaciones identificadas
muestra cambios importantes en las propiedades
electrofisioldgicas y/o bioguimicas de los canales
i6nicos 0 bomba de sodio y potasio involucrados,
lo que pudiera explicar una inestabilidad
neuronal que lleva a los sintomas de la MHF@519,
Interesantemente, diferentes mutaciones en
CACNLA4 estan relacionadas con entidades cli-
nicas distintas. Asi, mutaciones que cambian
aminoacidos en la proteina producen ataxia
episddica (EA-2)?, en cambio una expansion de
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poliglutaminas en el extremo 3’ de la proteina
pueden producir una ataxia espinocerebelosa
progresiva (SCA6)“). Ademas, mutaciones del
ortélogo murino de este canal son responsables
de los fenotipos tottering and leaner®®, los cuales
se usan como modelos en el humano para la
ataxia y la epilepsia con ausencia. AUn mas, en la
misma linea de investigacion mutaciones en
SCN1A producen no solo MHF, sino que tam-
bién ciertos tipos de epilepsia generalizada. De
esta manera mutaciones en un mismo gen con-
ducen a un espectro de fenotipos distintos entre
los cuales se encuentra la MA.

De esto se desprende que la MA, o al menos
algunas de sus variantes, podrian pertenecer a las
llamadas canalopatias, es decir, patologias cau-
sadas por mutaciones en canales i6nicos“*2Y, Al-
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teraciones en algunos canales ionicos probable-
mente son factores de susceptibilidad en la MA®?,
Una caracteristica interesante de estos desérde-
nes es que son paroxisticos y basados en altera-
ciones en la excitabilidad neuronal, situaciones
gue también se observan en la MA. A estas evi-
dencias se suma el hecho de que muchos de los
agentes terapéuticos utilizados comdnmente en
el tratamiento de la migrafia, son conocidos por
alterar la funcion de canales i6nicos en el cere-
bro.

A diferencia de la MHF, la identificacion de
los factores patogénicos de la MA compleja, aque-
lla causada por multiples factores genéticos y que
corresponde a la forma mas frecuente de MA, ha
sido esquiva. En un estudio reciente en familias
finlandesas afectadas con MA compleja se encon-
tré ligamiento con el locus 4922-g25®, por lo
gue se estudid si en familias chilenas habia tam-
bién ligamiento en esta region. Los datos obteni-
dos en esta pequefia muestra de familias chilenas

Resumen

con MA no muestran un ligamiento en este locus.
Sin embargo, dado el caracter complejo de la MA
en su patrén de herencia, la ausencia de liga-
miento no excluye la posibilidad de que en la
muestra analizada exista uno o varios loci invo-
lucrados en la etiopatogenia de la MA distintos a
los estudiados. Por otra parte, el pequefio tama-
fio de la muestra no permite extrapolar los resul-
tados a toda la poblacion de la region. Para po-
der determinar esta hipotesis, se ampliara el na-
mero de individuos en las familias extendidas para
realizar un rastreo completo del genoma en bus-
ca del o los loci que podrian estar involucrados
en la MA en familias chilenas.
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La migrafa con aura (MA) es una patologia comun, caracterizada por ataques severos de
cefalea generalmente unilateral, precedidos por un déficit neuroldgico focal reversible. Los
estudios en MA revelan la existencia de agregacion familiar compatible con un alto grado de
herencia y un modo de transmisién multifactorial complejo. Los factores genéticos de la MA con
herencia compleja son desconocidos. En familias finlandesas con MA se encontrd recientemente
ligamiento a un locus en el brazo largo del cromosoma 4 a nivel de 4922-¢25. Objetivo: Analizar
el DNA gendmico de 5 familias chilenas con MA para determinar si hay ligamiento al locus
descrito en familias finlandesas. Metodologia: Se seleccionaron familias con MA aplicando los
criterios diagnosticos de la Sociedad Internacional de Cefalea (ICD-10), donde el caso indice o
algn miembro de la familia debian tener MA. EI DNA genémico se extrajo de leucocitos en
sangre periférica de miembros seleccionados de cada familia (n = 25). Se usaron marcadores
genémicos altamente polimorficos (microsatélites) para el analisis sistematico del locus 4q22-
g25. Resultados y Discusion: El calculo del LOD score mostré ausencia de ligamiento en las 5
familias analizadas (maximo de 0,35; p = 0,24) con el marcador D4S1578. Dado el caracter
complejo de herencia en la MA es posible que existan uno o varios loci involucrados en su
etiopatogenia, distintos al de la region estudiada. El estudio se continuara a través de la ampliacion
de las familias estudiadas y de la recoleccion de casos aislados de MA, con el objetivo de realizar
futuros estudios de asociacion para comparar los hallazgos en familias chilenas con los de
familias alemanas en una muestra independiente.

Palabras clave: Migrafia; Cefalea; Enfermedades hereditarias.
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