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RESUMO



A migranea € uma cefaléia primdria episddica com incidéncia mundial de 10% e
alto impacto socioeconbmico, afetando predominantemente as mulheres.
Em 30% dos casos, as crises de migranea sao acompanhadas por sintomas
neuroldgicos focais que caracterizam o fenbmeno da aura. A fisiopatologia da
migranea continua sob investigacdo. Todavia, acredita-se tratar de um disturbio
neurovascular no qual a ativacéao de fibras aferentes do sistema trigeminovascular
(TGVS) e a consequente liberacdo de 6xido nitrico (NO) levariam a vasodilatacao
e neurotransmissdo da dor durante a crise de migranea. A formagdo de NO é
atribuida a atividade de trés isoformas de NO sintases (NOS): endotelial, neuronal
e induzivel, respectivamente eNOS, nNOS e iINOS e os genes que codificam tais
enzimas exibem polimorfismos. Dessa forma, acredita-se que tais polimorfismos
poderiam estar envolvidos na susceptibilidade a migranea. No presente trabalho
foi testada a hipdtese de que dois polimorfismos clinicamente importantes no gene
da INOS: C'%%0A (rs2779249) e G2087A (rs2297518) bem como a combinacio de
seus alelos em haplétipos estariam associados com a susceptibilidade a migranea
com e sem aura. Para tanto, foram estudadas 142 mulheres saudaveis
(grupo controle) e 200 mulheres com migranea, subdivididas em dois grupos:
148 pacientes com migranea sem aura e 52 pacientes com migranea com aura.
Os gendtipos e alelos foram determinados por PCR em tempo real utilizando o
ensaio Tagman®. Os haplétipos foram inferidos através do programa PHASE
versao 2.1. Os principais resultados do presente estudo indicam que o haplétipo
H4, que combina o alelo A para os polimorfismos mencionados, pode estar
associado a migranea com aura enquanto o polimorfismo G2087A e o haplétipo
H4 podem afetar a suscetibiidade a aura em pacientes com migranea.
Tais achados podem ter implicacoes terapéuticas ao se analisar os efeitos de
possiveis inibidores seletivos da INOS na populagdo com esse perfil genotipico.

Resumo
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ABSTRACT



Migraine is an episodic primary headache with worldwide incidence of 10% and
high socioeconomic impact affecting mainly women. In 30% of cases,
migraine attacks are followed by focal neurological symptoms that characterize the
aura phenomenon. The migraine pathophysiology continues under investigation,
although it is believed to consist of a neurovascular disorder in which the activation
of afferent fibers of the trigeminovascular system (TGVS), leads to an nitric oxide
(NO) release which, would be responsible for vasodilation and pain during migraine
attacks. The formation of NO is attributed to the activity of three isoforms of NO
synthases (NOS): endothelial (eNOS), neuronal (hnNOS) and inducible (iNOS), and
the genes that codify these enzymes exhibit polymorphisms. Thus, it is believed
that these polymorphisms could be involved in the susceptibility to migraine. In this
study, we tested the hypothesis that two clinically important INOS gene
polymorphisms: C'%°A (rs2779249) and G2087A (rs2297518), as well as the
combination of their alleles in haplotypes, would be associated with migraine with
or without aura. Therefore, we studied 142 healthy women (control group) and
200 women with migraine, who were subdivided into two groups: 148 with migraine
without aura and 52 with migraine with aura. Genotypes and alleles were
determined by real-time PCR, using the Tagman® assay. Haplotypes were inferred
by the PHASE program (version 2.1). The main results of the present study
indicate that H4 haplotype, which combines the A allele for both polymorphisms
may be associated with migraine with aura, while G2087A polymorphism and
H4 haplotype may affect the susceptibility to aura in patients with migraine.
These findings may have therapeutic implications when analyzing the possible
selective inhibitor effects of INOS on the population with this genotype profile.

Abstract
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1.1- Epidemiologia da migranea

Em 1988 a Sociedade Internacional de Cefaleia publicou critérios
operacionais para o diagnostico de cefaleias. Tais critérios as subdividiram em
dois grandes grupos: cefaleias primarias, cujas etiologias € mecanismos ainda nao
foram totalmente elucidados, e cefaleias secundarias, que podem ter como causa

desde jejum prolongado até traumas cranianos!'?),

Dentre as cefaleias primarias, a migranea, conhecida popularmente
Como enxaqueca, € considerada a mais importante devido a sua alta prevaléncia e
impactos pessoais e socioecondmicos®. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a migranea é classificada como a 19% no ranking mundial dentre as

doencas incapacitantes®.

Segundo critérios estabelecidos em 2004, a migranea foi dividida em

dois subtipos principais: Migranea sem Aura e Migranea com Aura®,

A incidéncia de migranea na populagdo mundial € de aproximadamente

10%, sendo mais prevalente na Europa e na América do Norte do que na Africa®.

A prevaléncia da migranea € dependente de género e idade,
tendo comportamento crescente até a quarta década de vida, a partir da qual
comega a decair®. Apesar da migranea ter incidéncia muito semelhante entre
homens e mulheres antes da puberdade, na populacdo adulta, a taxa de

incidéncia atinge a proporcéo de trés mulheres para cada homem (Figura 1)©.

Introdugao Geral
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Figura 1- Prevaléncia da migranea com relagéo a idade, tanto em homens quanto

25% para o sexo feminino contra 6 a 8% para o masculino!”. Evidéncias clinicas
indicam que os horménios sexuais femininos podem contribuir para essa
discrepancia de prevaléncia da migranea entre géneros na fase adulta. Prova
disso sdo as descobertas de que baixos niveis de estrogeno e altos niveis de
horménio foliculo estimulante (FSH) podem estar associados a baixa prevaléncia

de migranea, conforme o observado na fase pos-menopausa, que se da

em mulheres, na Europa®.

Estudo epidemiolégico norte-americano revelou prevaléncia de 15 a

aproximadamente a partir da quinta década de vida da mulher®.

(medicacao, consultas e hospitalizagdo) e indiretos (absenteismo e reducédo de
eficiéncia no trabalho)(g). Estudo epidemiolégico conduzido nos Estados Unidos
com dados de 1994 revelou que os custos diretos e indiretos com os quase

22 milhdes de migranosos naquele pais totalizaram mais de 14 bilhdes de ddlares.

O impacto econbmico da migranea se deve aos custos diretos

Introdugao Geral
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Na europa, com base em estudos de 2004 e 2005 publicados no European
Journal of Neurology revelaram que o custo estimado por paciente com migranea
foi de 579 euros, ou seja, 27 bilhdes de euros, considerando-se a estimativa de

41 milhdes de pacientes na faixa da populagao entre 18 e 65 anos de idade®.

1.2- Classificacao e caracteristicas clinicas da migranea

A migranea € um disturbio neurovascular cronico e incapacitante
caracterizado por ataques de cefaleia intensa, unilateral e pulsatil com duragao de
quatro a 72 horas. Esses sintomas podem ser acompanhados por anorexia,
nausea, vomito, fono e/ou fotofobia e pioram com o esforco fisico'”. Em cerca de
30% dos pacientes, os ataques de migranea ainda podem ser associados a
disturbios visuais uni ou bilaterais (linhas em zigue-zague, escotomas cintilantes
e/ou palinopsia) ou motores (entorpecimento) que, em média, duram alguns
minutos € ndo mais que uma hora. Tais disturbios caracterizam o fendmeno da

aura®'). Esses pacientes representam 8% da populagdo mundial'?.

O fator desencadeante de uma crise de enxaqueca nao é conhecido,
mas varios fatores clinicos como a dieta, alteracdo no sono, depressao, exposicao
a odores fortes, estimulos luminosos intensos e o estresse podem predispor 0s

individuos as crises!"?.

Eventualmente, 24 horas antes de seu inicio, o ataque de migranea
pode ser precedido por alteragcbes no humor conhecidos como sintomas
premonitorios tais como fome, sede, sonoléncia, bocejamento, que caracterizam a
fase prodromica do episddio. Em seguida, tem-se a evolugédo da fase de cefaleia,
a qual pode ser antecedida e/ou associada a fase de aura. Por fim, quando a
cefaleia da crise de migranea tende a diminuir, chama-se esse periodo de fase

resolutiva (Figura 2)!"%.

Introdugao Geral
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Figura 2- Evoluc3o e fases do ataque de migranea‘'.

1.3- Fisiopatologia da migranea

A despeito da falta de exatiddo em sua etiologia, 0 conhecimento sobre
a fisiopatologia da migranea tem aumentado ao longo dos anos de modo que,
baseado em sintomas clinicos, suas manifestagdes episddicas foram divididas em
trés fases: i) fase de excitabilidade neuronal ou ‘trigger phase’, ii) fase de aura,
possivelmente relacionada com a Depressdo Cortical Alastrante (CSD) e
iii) fase da cefaléia, resultante da vasodilatagdo cranial causada pela ativagao do

sistema trigeminovascular'®.

Pode-se afirmar que a CSD seria o evento fisiopatolégico primario do
ataque migranoso. A CSD caracteriza-se por uma onda de despolarizagdo no
cortex cerebral associada com aumento do fluxo sanguineo regional.
Apdés o evento da despolarizagdo, segue-se uma supressao da atividade
bioelétrica a qual se relaciona com uma reducao do fluxo sanguineo cortical.
E durante a evolucdo desses eventos que o fendmeno da aura pode se
estabelecer”). Em ratos observou-se que a depressdo cortical alastrante foi
responsavel por alteragdbes na composi¢cdo do fluido extracelular no cortex

cerebral, uma vez que foi observado aumento local da concentracdo de

Introdugao Geral
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substancias como ions potassio, o6xido nitrico (NO), acido aracdbnico e
prostaglandinas. Essas substancias podem ativar e/ou sensibilizar os aferentes

trigeminovasculares da meninge!'®.

Ainda que o fenbmeno da aura esteja restrito a 30% dos migranosos,
a CSD seria um evento comum as duas formas de migranea. Uma possivel
explicacdo para a auséncia dos sintomas da aura em migranosos sem aura seria o
fato de a CSD se originar em uma regidao do coértex onde nao haja estimulos

visuais!”.

Acredita-se que essa atividade anormal do cértex, que leva a CSD,
promoveria a ativacdo de fibras sensoriais nociceptivas aferentes do sistema
trigeminovascular (TGVS) que inervam os vasos sanguineos cranianos levando ao

evento da inflamagao neurogénica.

A inflamag&o neurogénica caracteriza-se pelos eventos decorrentes da
ativagdo dos neurénios trigeminais a qual leva a liberagdo de neuropeptideos tais
como a substancia P (SP), endotelina-3 (ET-3), neuroquinina A (NKA) e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Os trés primeiros atuam em
receptores das células endoteliais levando a liberagdo de o6xido nitrico (NO),
promovendo aumento da permeabilidade vascular, que permite o extravasamento
de plasma, degranulagdo de mastdcitos e a consequente liberagdo de agentes
pré-inflamatoérios tais como citocinas, prostaglandinas, histamina e bradicinina.
Ja o CGRP atua no musculo liso vascular levando diretamente a vasodilatagao.
Dessa forma, observa-se que a inflamagao neurogénica da migrénea consiste de
dois bragos fisiolégicos: i) extravasamento de plasma e ii) vasodilatagao,
sendo que nesse ultimo ha contribuicdo direta da musculatura lisa vascular e
indireta do endotélio, através da liberacdo de NO (Figura 3). Todo esse processo
inflamatério também pode ativar neurbnios nociceptivos uma vez que a
sensibilizacdo de vias relacionadas a dor no sistema nervoso central, a nivel
medular e taldmico, seria causada pela geracdo de NO ou estaria associada a

elg(10.17.18,19,20,21)

Introdugao Geral
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Oxide Nitrico

Figura 3- Via molecular da inflamagdo neurogénica. Adaptado de'® sP,
substancia P; NKA, neuroquinina A; ET-3, endotelina-3; CGRP,
Peptideo relacionado ao gene da calcitonina; TACR1, receptor de
Taquiquinina 1; EDNRB, receptor de endotelina tipo B; CALCR,
receptor de calcitonina; PPE, Extravasamamento de proteina

plasmatica)

1.3.1- Genética e migranea

Na migranea, ha um componente genético forte®. Exemplo disso foi a
descoberta de importantes mutagdes em canais ibnicos em alguns pacientes com

migranea com aura.

O primeiro gene descrito, CACNAT1A, codifica a subunidade a4 do canal de
célcio voltagem-dependente do tipo P/Q. Posteriormente, foi identificado um
segundo gene localizado no cromossomo 1, denominado ATP1A2, que codifica a
subunidade a; da bomba sddio/potassio e, por fim, o gene SCN1A que codifica um
canal de sodio voltagem dependente. Variagdes nestes genes alterariam o

transporte de neurotransmissores, tais como a serotonina e de ions, tais como o

Introdugao Geral
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K*, no cérebro que poderiam levar a um aumento da excitabilidade no cortex

cerebral e predispor pacientes a ataques de migranea®®.

1.4- O 6xido nitrico e a migranea

O o6xido nitrico, menor produto bioativo de células mamiferas,
€ biossintetizado em uma grande variedade de tipos celulares a partir do
aminoacido arginina pela agao das enzimas NO sintases (NOS) (Figura 4)
as quais apresentam trés isoformas: neural (n-NOS, NOS1), induzivel (i-NOS,
NOS2) e endotelial (e-NOS, NOS3)**). Ele é encontrado sob a forma gasosa com
meia vida aproximada de 5-30 segundos, apresentando ainda caracteristicas

como a alta reatividade e penetrabilidade nas membranas biolégicas(ze).

HN .+ . NH; HoN., O
| Co-fatores T
iy

!. NADPH ©)) | O
- T + (No

| |

e

H:N+ S Coo HNY TCO0

L- arginina L- citrulina

Figura 4- Biossintese do oxido nitrico a partir da L-arginina pela acdo das NO

sintases®’),

O NO tem participagdo em varios fendmenos fisioldgicos, muitos dos
quais relacionados com a fisiopatologia da migrénea(zs) conforme se pode
observar no evento da vasodilatagcdo neurogénica, por exemplo(zg). Além de seu
papel no controle do ténus vascular, o NO é responsavel pela neurotransmissao

nociceptiva no sistema nervoso central®?.

Introdugao Geral
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Dessa forma, alguns autores tém reportado que uma hiperatividade da
via L-arginina-NO poderia estar relacionada com uma maior predisposicédo a

migranea®”

. Indicio dessa relagcdo € demonstrado por estudo no qual pacientes
com migranea tratados com nitroglicerina (GTN), droga doadora de NO,
apresentaram cefaleia tardia semelhante aquela apresentada durante o ataque de
migranea sem aura®. Outro dado que também evidencia a relacdo entre a
formagao anormal de NO e a fisiopatologia da migranea foi que o bloqueio das
NOS através da administragdo de L-nitromonometilarginina (L-NMMA) mostrou ser

eficiente no combate aos ataques de migranea sem aura®?.

Outra evidéncia do envolvimento do NO na fisiopatologia da migranea
foi demonstrada a partir de experimento em que altas concentracdes de nitritos,
derivados do NO, foram encontradas no plasma de pacientes migranosos com e

sem aura no periodo entre as crises®".

Por fim, estudo investigativo feito com pacientes portadores de
migranea sem aura, mostrou aumento da expressdo de iNOS nas 6 primeiras

horas do ataque de migranea associado a aumento da atividade de NF-kp“".

1.4.1- A sintase induzivel de éxido nitrico - INOS

Dentre as NO sintases, a iNOS € a unica que se expressa rapidamente
e em quantidade relativamente grande como resposta a estimulo
pré-inflamatorio®. Citocinas, endotoxinas e outros agentes podem induzir sua
producao, por essa razdo diz-se que a regulagao de sua atividade enzimatica é
calcio-independente. Ja a eNOS e a nNOS sao enzimas constitutivas, produzidas
em condigbes fisiologicas, em menor quantidade e dependentes de altas

28,33,34

quantidades de fons calcio para serem ativas' ). Na fisiologia cardiovascular,

especificamente, a L-arginina é convertidada em NO pela agdo da eNOS contida

nas células endoteliais e nNOS, nas células gliais do cérebro®®

. Entretanto,
em processos patolégicos de doengas cardiovasculares, como no choque séptico,

por exemplo, quando estimulada em outras situacdes, a INOS, cuja localizagéo se

Introdugao Geral
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da numa ampla gama de células, é capaz de produzir cerca de 1000 vezes mais
NO que a eNOS e nNOS®233:29),

Outro fator que torna a INOS diferenciada € quanto a biossintese de
oxido nitrico. Tanto a nNOS quanto a eNOS produzem NO de maneira pulsatil,
enquanto a iNOS, apoés ser induzida, em condigdes inflamatorias, o produz de

maneira continua até ser degradada®®.

A regulacdo da INOS se da primariamente ao nivel de expressao
génica, por mecanismos transcricionais e pos-transcricionais. O gene da iNOS
humana estd localizado no cromossomo 17 e inclui 27 éxons®. A regido
promotora do gene tem sido estudada e relacionada com diversas doengas(ss),

apesar de a regido codificadora também ser alvo de estudos de associagao®.

1.5- Os polimorfismos genéticos da iNOS e a migranea

Qualquer locus no qual existam alelos multiplos presentes em uma
frequéncia maior que 1% na populagao é definido como polimdrfico. A classe mais
comum de polimorfismo genético sdo os Polimorfismos de Nucleotideo Unico
(SNPs), gerados a partir de mudancas em nucleotideos unicos de uma

determinada sequéncia de DNA (Acido Desoxirribonucleico)(37).

Diferentes polimorfismos foram encontrados no gene da iINOS,
tanto na regido promotora como na regido codificadora. Polimorfismos na regiao
promotora podem afetar a taxa de transcricdo do gene, enquanto que na regiao

codificadora alteram a atividade do produto®®.

Como exemplo, o SNP funcional da regido promotora, C-1026A,
que envolve a presenca do nucleotideo citosina ou adenina na posi¢cao -1026 do
gene esta associado com hipertensdo em populagao chinesa®. Ja o SNP
encontrado no éxon 16, G2087A, caracterizado pela troca de uma guanina por
uma adenina no nucleotideo 2087, parece estar relacionado a susceptibilidade de

doengas como cancer de prostata, Linfoma n&o-Hodgkin e pré-eclampsia.
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Nesse SNP do éxon, a troca das bases nitrogenadas ocasiona a alteragao do
aminoacido serina por leucina na posigdo 608 da enzima INOS. Por isso,

esse polimorfismo é também designado como S608L 394047,

Especificamente com relagdo a migranea, apenas dois estudos
associativos com resultados discrepantes foram realizados relacionando
polimorfismos da regido promotora do gene da iINOS com a susceptibilidade a

doenga“?*?),

No presente trabalho, estudaremos se os polimorfismo G2087A do éxon
16 e C-1026A, na regidao promotora, do gene da iNOS estéo relacionados com a

susceptibilidade a migranea com e sem aura.

Este polimorfismo é do tipo SNP, ou seja, representa apenas a troca de
um unico nucleotideo, neste caso uma adenina por uma guanina (A>G) o que,
por sua vez, resulta na alteragao de um aminoacido Serina por Leucina na enzima
iINOS. Atualmente, a influéncia desse polimorfismo ja foi estudada em doencas
inflamatorias intestinais, cancer de prostata, cancer gastrico e pré-eclampsia,
mas aparentemente nunca em migranea, o que salienta a importancia do presente

trabalho.
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2- OBJETIVOS



Os objetivos do presente estudo foram investigar a existéncia de
associacao entre migranea, com e sem aura, e dois polimorfismos genéticos da
enzima sintase induzivel do 6xido nitrico (iNOS): C%%°A (rs2779249) e G2087A
(rs2297518). Adicionalmente, foi investigado se os haplétipos que incluam esses
dois SNPs (polimorfismos de nucleotideo unico) estdo associados a migranea com

€ sem aura.

Objetivos
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Abstract  Migraine is a complex neurological disorder
with a clear neurogenic inflammatory component appar-
ently including enhanced nitric oxide (NO) formation.
Excessive NO amounts possibly contributing to migraine
are derived from increased expression and activity of
inducible NO synthase (iNOS). We tested the hypothesis
that two functional, clinically relevant INOS genetic
polymorphisms  (C 10260 162779249 and G2087A—
rs2297518) are associated with migraine with or without
aura. We studied 142 healthy women without migraine
{control group} and 200 women with migraine divided into
two groups: 148 with migraine without aura (MWA) and
52 with aura (MA). Genotypes were determined by real-
time polymerase chain reaction using the Tagman® allele
discrimination assays. The PHASE 2.1 software was used
to estimate the haplotypes. The A allele for the G2087A
polymorphism was more commonly found in the MA
group than in the MWA group (28 vs. 18%: P < ().05). No
other significant differences in the alleles or genotypes
distributions were found (P > 0.05). The haplotype com-
bining both A alleles for the two polymorphisms was more
commeonly found i the MA group than in the control group
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or in the MWA group (19 vs. 10 or 8%; P = 0.0245 or
0.0027, respectively). Our findings indicate that the
G2087A and the C1%8A polymorphism in the iNOS genc
affect the susceptibility to migraine with aura when their
effects are combined within haplotypes, whereas the
G2087A affects the susceptibility to aura in migraine
patients. These finding may have therapeutic implications
when examining the effects of selective iNOS inhibitors.

Keywords Haplotype - Inducible nitric oxide synthase -
Migraine - Polymorphism

Introduction

Migraine is a complex neurological disorder predominantly
affecting women [1]. This disease typically involves
recurrent attacks of severe headache associated with nau-
sea, vomiting, phonophobia, and photophobia, which are
preceded by transient neurologic symptoms known as aura
in some cases [2]. Propelling rescarch efforts have been
justified because this common clinical condition is now
recognized as an established risk factor for cardiovascular
disease and ischemic stroke [3-5]. While the pathogenic
mechanisms involved in migraine are under investigation
[6, 7], there is now evidence showing that genetic factors
play a role in this disease [8, 9].

There is a clear neurogenic inflammatory component in
migraine, which involves the blood vessels and produces
pain  [10]. This inflammatory component apparently
includes enhanced nitric oxide (NO) formation, and pre-
vious studies showed that infusion of a NO donor drug
induced a migraine-like headache in healthy subjects [11].
Moreover, a NO synthase (NOS) inhibitor exerted anti-
migraine effects, consistent with the idea that abnormal
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NO formation contributes to the pathophysiology of
migraine [12]. In this respect, while NO formation is
mostly attributed to the activity of three different NOS
(endothelial, neuronal, and inducible NOS; eNOS, nNOS,
and iINOS, respectively), it is possible that the excessive
NO amounts possibly contribuling to migraine are derived
from increased expression and activity of iNOS [13].

Although iNOS is mainly regulated at the transcriptional
level [14], only two previous studies have examined whe-
ther genetic polymorphisms in the promoter region of the
INOS gene are associated with variable susceptibility to
migraine [15, 16]. In this study, we tested the hypothesis
that two potentially functional, clinically relevant iNOS
genetic polymorphisms (the 9 polymorphism
rs2779249 in the promoter region, and the G2087A poly-
morphism—rs2297518 in exon 16) are associated with
migraine with or without aura. While no previous study has
cxamined whether these two polymorphisms are associated
with migraine, these polymorphisms have been associated
with hypertensive disorders [17-19] or with malignant
neoplasias [20, 21]. In addition, we have also examined
whether iNOS haplotypes (combinations of genetic markers
within a particular region) are associated with these neu-
rological conditions. This haplotype approach is important
because analyzing combinations of genetic markers in a
particular region of interest (haplotypes) may provide
improved genetic information than testing the effects of
genetic markers one by one [22-24].

Materials and methods
Subjects

This study was approved by the Ethics Committee at Faculty
of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo,
Brazil, and each subject provided writlen informed consent.
All the participants underwent a complete medical history
and physical examination. We studied 142 healthy women
without migraine (control group) and 200 women with
migraine divided into two groups: 148 women with migraine
without aura (MWA group) (Fig. 1), and 52 women with
migraine with aura (MA group). Migraine was diagnosed
according to the Intermational Classification ol Headache
Disorders criteria [25]. All the migraine patients were
enrolled at the Headache Clinic of the Division of Neurol-
ogy, University lospital of the Faculty of Medicine of
Ribeirao Preto. The control group included healthy women
randomly selected from the local population and unrelated to
the patients. Ethnicity was defined as self-reported in this
study [26, 27]. Women with history of cardiovascular,
hepatic, gastrointestinal, pulmonary, endocrine,
oncological, auto-immune, respiratory, inflammatory, and

renal,
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Fig. 1 Percentile distribution of haplotypes in controls (Mlack bars},
in patients with migraine withont anra (MWA: hatched bars) and in
patients with migraine with auwra (MA: open bars). The manbers
above the bars indicale the estimaled number of haplotypes come
sponding to each bar. *P = 0.0245 for MA versus controls.
#P = 0.0027 for MA versus MWA

psychiatric discases were excluded from the study. Fur-
thermore, patients with neurological diseases or other kinds
ol headache were also excluded [rom the study.

Venous blood samples were collected into vacutainer
plastic tubes (Becton-Dickinson, Brazil) containing
sodiumy/potassium EDTA at the time of clinic attendance.
The genomic DNA was extracted from the cellular com-
ponent of 1 ml of whole blood through salting-out method
and stored at —20°C until analyzed.

Genotyping for iNOS polymorphisms

Two clinically relevant polymorphisms in the iNOS gene
were studied: the CT'"*FA (352779249) and the G2087A
(rs2297518). Genotypes for these polymorphisms were
determined by real-time polymerase chain reaction (PCR),
using the Tagman® allele discrimination assay (Applied
Biosystems, Carlsbed, CA, USA). TagMan PCR was per-
formed in a total volome of 12 pl (3 ng of DNA, Ix
TagMan master mix, 1% assay mix, 900 nM of each primer
anc 200 nM of each probe) placed in 96-well PCR plates.

The probes and primers used in the genotyping for the
C™'9% A polymorphism were customized as follows:
primer forward 5'-GCCTCTCAAAGTGCTAGGATTACA
A-3', primer reverse 5-GGGAATACTGTATTTCAGGC
ATTATAAGGA-3, and probes 5-TAGCCAC[A/CIATG
CCCG-3'. Probes and primers used in the genotyping of
G2087A were designed by Applied Biosystems {part
number C_11889257-10). Fluorescence from PCR ampli-
ficaion was detected using StepOne Plus (Applied Bio-
systems, Carlsbad, CA, USA) and amalyzed with
manufacturer’s software.
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Statistical analysis and study of iINOS haplotypes

The clinical characteristics of study groups were compared
by the Kruskall-Wallis test followed by the Dunn’s mul-
tiple comparison lest (StatView for Windows, Cary, NC,
USA). The results were expressed as mean + SEM.
A value of P < 0.05 was considered to be statistically
significant. The categorical variables were compared
between groups by Fisher’s tests.

The distribution of genotypes for each polymorphism
was assessed for deviation from the Hardy—Weinberg
cquilibrium, and differences in the genotypic and allelic
frequencies of each polymorphism between the groups
were also assessed using ¥” tests. A value of P < 0.05 was
considered statistically significant.

The Bayesian statistical-based program PHASE (version
2.1, http://www.stat.washington.edu/stephens/software.
html) was used to estimate the haplotypes frequencies in
each group [28]. The possible haplotypes including genetic
variants for the INOS polymorphisms studied (C or A vari-
ants for the C 71926 A polymorphism, and G or A variants for
the G2087A polymorphism) were: H1 (CGy, H2 (CA), H3
(AG), and H4 (AA). Differences between groups in haplo-
type frequency distributions were further tested using a
contingency table.

Results

The clinical characteristics of the 342 women enrolled in
this study are summarized in Table 1. We found no dif-
ferences in age, body mass index, and in ethnicity when the
control, the MWA and the MA groups were compared
(Table 1; P = 0.05). While we found no significant dif-
ferences with respect to intensity and duration of attacks
(Table 1; P = 0.05), only minor differences were found
with respect to the frequency of attacks, and patients with
5-10 attacks/month were more commonly found in the MA
group than in the MWA group (Table 1; £ < 0.05).

The frequencies of INOS genetic variants for the two
polymorphisms are shown in Table 2. The distribution of
genotypes for each polymorphism studied here showed no
deviation from Harcdy- Weinberg equilibrium.

We found a significant disparity in the distribution of
alleles for the G2087A polymorphism among the study
groups (Table 2), and the A allele for this polymorphism
was more commonly found in the MA group than in the
MWA group (28 vs. 18; Table 2; P = 0.0243), without
significant differences between the MWA group or the MA
group and the control group (P = 0.05; Table 2). If we
consider a correction of P value for two comparisons (2
polymorphisms), the significant differences with respect to

305
Table 1 Demographic chavacteristios of study participants
Parameters Controls MWA MA

(N=142) (N = 148) (N=752)
Age (years) 365 4+ 1.02 38.2 £ 099 400 £ 1.45
BMI1 f_kpjm"") 256 £+ 047 26.5 + 0.62 261 £ 1.01
Ethnic (%owhite) 69 62 58
Familial history - 68 20
(%)
Frequency (%)
1-3/month - 12 14
3-5/month - 18 8
5-10/month - 13 28*
10-15/month - 25 18
=>15/month - 33 32
Intensity (%)
Mild 1] 4
Moderate - 34 28
Severe - [i15] [
Duration (%)
<12 h - 15 14
12-24 h - 19 14
=24 h - 66 72
Headache free - 51 56
(%)

BMI body mass index, MWA migraine without aura, MA migraine
wilh aura

Values are the mean £ SEM or percentage number of subjects
* P 0.05 MWA versus MA group

A allele frequencies in the MA and MWA groups is still
significant (P < 0.05/2 = 0.025). In line with these results,
when we combined the GA and AA genotypes for the
G2087A polymorphism, we found these genotypes at sig-
nificantly increased frequency in the MA group compared
with the MWA (48 vs. 32%; P = 0.0349). No other sig-
nificant differences in the alleles or genotypes distributions
were [ound (P = (.05; Table 2).

We estimated tNOS haplotypes frequencies in the three
study groups (Table 3). While similar haplotypes distri-
butions were found in the MWA and in the control group
(P = 0.05), the 114 haplotype {(which combines both A
alleles for the two polymorphisms) was more commaonly
found in the MA group than in the control group (19 vs.
10%; P = 0.0245; Table 3), although this may be a bor-
derline finding that may not resist to correction for multiple
haplotype comparisons. Moreover, we found that this
haplotype (14} was significantly more common in the MA
group than in the MWA group (19 vs. 8%; P = 0.0027,
Table 3).
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Table 2 Genotype and allele frequencies for iNOS (inducible nitric oxide synthase) polymorphisins in the control and migraine groups

Polymorphism  Genotype  Control MWA P Or® MA P° ORY P OR! (95% C1)
orallele  (N=142) (N = 14%) (95% CT) (N =52) (93% CT)
(%) (%)
c 10y cC 62 (44) 65 (44} 1.00 (Ref.) 21 (41) 1.00 (Ref.) 1.00 (Ref.)
CA 62 (44) 7249y NS 111 (0.68-180) 22(42) NS 1.05(052-210) NS  0.95 (0.48-1.88)
AA 18 (12) 117y 0.58 (0.25-1.33)  9(17) 1.48 (0.58 3.78) 2.53 (0.92 6.95)
C 186 (65) 202 (68) NS 1.00 (Ref) 64 (62) NS 1.00 (Ref.) NS 100 (Ref)
A o8 (35) 94 (32) 0.88 (0.62-1.25} 40 (38) 1.19 (0.75-1.89) 1.34 (0.84-2.14}
G2087A GG 92 (65) 101 (68) 1.00 (Ref.) 27 (52) 1.00 (Ref.) 1.00 (Ref.)
GA 45 (32 42(28) NS 085 (0.51-141y 21(40) NS 1.59 (081-3.12) NS 187 (0.85-3.67)
AA 5(3) 5(4) 0.91 (0.26-3.25) 4 (8) 2.73 (0.68-10.9) 2.99 (0.75-11.9)
G 229 (81) 244 (82) NS 1.00 (Ref) 75(72) NS 1.00 (Ref) 0.02¢  1.00 (Ref.}
A 55 (19) 52 (18) 0.80 (0.58-1.35) 26 (28) 1.61 (0.96-271) 1.81 (1.08-3.06)*

MWA migraine without anra, MA migraine with aura, OF odds ratio, €7 confidence interval, NS not significant
P =005

* P value for control versus MWA

P OR for control versus MWA

© P value for control versus MA

4 OR for control versus MA

¢ P value for MWA versus MA

" OR for MWA versus MA

Table 3 Estimaled haplotypes frequencies for iNOS (inducible nitric oxide synthase} polymorphisms in the control and migraine women

Haplotype Conrol  MWA P oRr® MA P oR’ PE oK'
———— (N=1284) (N=296) (95% CI) (N = 104) (95% CT) (95% CT)
—1026

CT°A G208TA (4 ") %)
i ¢ G 159 (56) 173 (58) NS 100 (Ref) 54 (52) NS 100 (Ref.) NS 1.00 (Ref)
mn c A 27 (9) 29(10) NS 099 (0.56-1.74) 10(9) NS 109 (0.49-240) NS 111 (0.51-2.41)
H3 A G 70 (25) TI(24) NS 093 (0.63-1.38) 21 (20) NS 088 (0.49-1.5T) NS 0.95 (0.53-1.68)
H4 A A 28 (10) 23(8) NS 076 (042-1.37) 19(19) 00245 199 (1.03-3.86) 0.0027 265 (134-5.22)

MWA migraine without aura, MA mipraine with aura, OR odds ratio, C7 confidencee interval, V5 not sipnificant
2 P value for contral versus MWA
P OR for Control versus MWA

© P value for control versus MA

4 OR for contral versus MA
€ P value for MWA versus MA

£ OR for MWA versus MA

Discussion allele for the C '"2°A polymorphism increases the sus-
ceptibility to migraine with aura.
The most important findings of this study were that the H4 Our results are novel and therefore we cannot directly

haplotype (which combines both A alleles) was associated  compare them with previous studies. There are only two
with migraine with aura, whereas the A allele for the previous studies examining whether INOS gene polymor-
G2087A polymorphism and the 14 haplotype were asso-  phisms are associated with migraine, and while one study
ciated with increased susceptibility to aura in patients with  reported significant association [16], the other study
migraine. Together, these findings suggest that the A allele  showed no association [15]. However, our positive findings
for the G2087A polymorphism predisposes to aura in  reported here are supported by previous studies providing a
migraine patients, and that this allele combined with the A strong rationale linking increased iNOS activity with
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migraine [13]. Although iNOS is mainly regulated al the
transcriptional level [14], the increased frequency that we
found for the A allele for the G2087A polymorphism in
patients with aura is consistent with increased iNOS
activity in such patients. In fact, this genetic polymorphism
leads (o an amino acid substitution {Tom serine to leucine in
exon 16 results, which apparently increases iNOS activity
and possibly promotes excessive NO [ormation and
inflammation in the presence of the A allele [20], although
these possibilities remain to be proved. Thus, the signifi-
cant association of the A allele with aura is possibly
explained by increased iNOS activity in subjects carrying
the A allele for the G2087A polymorphism. In line with
this suggestion, this polymorphism affected the suscepti-
bility to other diseases with an inflammatory component
(diabetes, prostate cancer, non-Hodgkin lymphoma, and
preeclampsia) [17, 20, 21, 29].

While the A allele for the C '9%°A polymorphism was
associated with approximately fivefold increases in iINOS
promoter transcriptional activity compared with the C
allele [19], this polymorphism had no significant effects

expression and activity. However, il remains to be deter-
mined whether iNOS genotypes or haplotypes could help to
define a particular group of patients that would benefit from
the use of selective iNOS inhibitors.

In conclusion, our results indicate that the G2087A and
the C™'""®A polymorphism in the iNOS gene affect the
susceptibility to migraine with aura when their effects are
combined within haplotypes, whereas the G2087A allects
the susceptibility to aura in migraine patients. These find-
ing may have therapeutic implications when examining the
effects of selective iNOS inhibitors.
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4- MATERIAL E METODOS
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Foram estudadas 142 mulheres saudaveis (grupo controle) e
200 mulheres com migranea as quais foram subdivididas em dois grupos:
148 pacientes com migranea sem aura (grupo MWA) e 52 pacientes com
migranea com aura (grupo MA). O diagnéstico de migranea foi feito de acordo com
os critérios estabelecidos pela Classificagdo Internacional das Cefaleias®.
Todas as pacientes com migranea foram selecionadas no Ambulatério de Cefaleia
e Algias Craniofaciais da Divisdo de Neurologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Ribeirdo Preto. O grupo controle foi constituido por
mulheres saudaveis selecionadas aleatoriamente na populacdo local e sem
qualquer relagdo com as pacientes do estudo. Mulheres com histérico de doencga
cardiovascular, renal, hepatica, gastrointestinal, pulmonar, enddcrina, oncoldgica,
autoimune, respiratoria, inflamatoéria ou psiquiatrica foram excluidas do estudo.
Pacientes portadoras de outras doengas neurolégicas bem como de outros tipos

de cefaleias foram também excluidas do estudo.

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos plasticos
vacutainer  (Becton-Dickinson, Brasil) contendo sddio/potassio EDTA.
O DNA gendmico foi extraido da fragédo celular contida em 1 mL de sangue total e

em seguida armazenado a -20°C para posterior andlise.

4.1- Genotipagem para os polimorfismos da iNOS

Foram estudados dois polimorfismos clinicamente importantes no gene
da INOS: C'9%°A (rs2779249) e G2087A (rs2297518). Os gendtipos para esses
polimorfismos foram determinados através da Reacdo em Cadeia da DNA
Polimerase (PCR) em Tempo Real, utilizando-se o sistema Tagman® para
discriminagao de alelo (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). O TagMan PCR
foi realizado num volume total 12uL (3ng de DNA, 1 x TagMan master mix,
1 x mix de ensaio, 900nM de cada primer e 200nM de cada sonda) e distribuidos

em 96 pocos.

Material e Métodos
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Para o polimorfismo C'%%°A, as sondas e primers foram preparados da
seguinte forma: primer direto 5-GCCTCTCAAAGTGCTAGGATTACAA-3’,
primer reverso 5-GGGAATACTGTATTTCAGGCATTATAAGGA-3’,
e sonda 5-TAGCCAC[A/C]JATGCCCG-3". As sondas e primers utilizados na
genotipagem do polimorfismo G2087A foram produzidos pela Applied Biosystems
(part number C_11889257-10). A fluorescéncia da amplificagdo do PCR foi
detectada utilizando-se StepOne Plus (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

e analisada com o software do fabricante.

4.2- Analise estatistica e estudo dos haploétipos da iINOS

As caracteristicas clinicas de cada grupo do estudo foram comparadas
pelo teste de Kruskall-Wallis e em seguida pelo teste de comparagcdo de Dunn
(StatView para Windows, Cary, NC, EUA). As varidveis de categoria foram

comparadas entre os grupos pelo teste de Fisher.

A distribuicdo dos gendtipos para cada polimorfismo foi avaliada para
desvio em relagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg e as diferengcas nas
frequéncias genotipica e alélica de cada polimorfismo entre os grupos foram
avaliadas pelo teste de qui-quadrado. Valor de P<0.05 foi considerado

estatisticamente significante.

Para estimar as frequéncias haplotipicas em cada grupo foi utilizado o
software de inferéncia bayesiana PHASE (versao 2.1,

www.stat.washington.edu/stephens/software.html)®®. Os possiveis haplétipos

incluindo as variagdes genéticas para os polimorfismos da iINOS estudados
(variantes C ou A para o polimorfismo C'9%°A, e variantes G ou A para o
polimorfismo G2087A) foram: H1 (CG), H2 (CA), H3 (AG) e H4 (AA). As diferengas
na distribuicdo de frequéncia haplotipica entre os grupos foram também testadas

utilizando uma tabela de contingéncia.
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As caracteristicas clinicas das 342 mulheres incluidas no estudo estédo
resumidas na Tabela 1. Nao foram encontradas diferencas étnicas, de idade, ou
de IMC quando o grupo controle foi comparado com os grupos migranea sem aura
e migranea com aura. (Tabela 1; P>0.05). Enquanto ndo foram encontradas
diferencas significantes com relacdo a intensidade e duracdo dos ataques de
migranea (Tabela 1; P>0.05), somente pequenas diferencas foram encontradas
com relacéo a frequéncia dos ataques, e pacientes com 5-10 ataques/més foram
mais comumente encontradas no grupo MA do que no grupo MWA (Tabela 1;
P<0.05).

Tabela 1- Caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos estudados

Parametros Controle (N=142) MWA (N=148) MA (N=52)
Idade (anos) 36.5+1.02 38.2+0.99 40.0+1.45
IMC (kg/m?) 25.6+0.47 26.5+0.62 26.1+1.01
Etnicidade (Y%branco) 69 62 58
Histéria familiar (%) - 68 80
Frequéncia (%)
1-3/més - 12 14
3-5/més - 18 8
5-10/més - 13 28*
10-15/més - 25 18
>15/més - 33 32
Intensidade (%)
Leve - 0 4
Moderada - 34 28
Grave - 66 68
Duracao (%)
<12 horas - 15 14
12-24 horas - 19 14
>24 horas - 66 72
Livre de cefaleia (%) - 51 56

IMC- indice de massa corpérea; MWA- migranea sem aura; MA- migranea com aura.
Valores expressos como médias £+ DPM ou % do numero de participantes. *P<0.05 grupo MWA
vs. grupo MA.
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A frequéncia de variagdes genéticas da INOS para os dois
polimorfismos estdo mostradas na Tabela 2. A distribuicdo dos gendtipos para
cada polimorfismo estudado nao apresentaram desvio em relacdo ao equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Foi encontrada disparidade significante na distribuicdo de alelos para o
polimorfismo G2087A entre os grupos estudados (Tabela 2), e o alelo “A”
para este polimorfismo foi mais encontrado no grupo MA do que no grupo MWA
(28% contra 18%; Tabela 2; P<0.05) Em consonéncia com esses resultados,
quando foram associados os gendtipos GA e AA para o polimorfismo G2087A,
tais gendtipos estavam significativamente aumentados no grupo MA em
comparagcao com o grupo MWA (48% contra 32%; P=0.0349). Nenhuma outra
diferenca significante na distribuicdo de alelos ou de genétipos foi encontrada.
(P>0.05; Tabela 2).
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Tabela 2- Frequéncias genotipicas e alélicas dos dois polimorfismos analisados
para iINOS (sintase induzivel de éxido nitrico) nos grupos controle,

migranea com aura e migranea sem aura

o ]
o E 3 g < %_O © 6 a K] C_) [3) 6
T o = © @ <o < a @ o © o -o°
o £ = = = o N il o N o o~
8 o
& G
comy oo 2 6 1.00 21 1.00 1.00
(44%)  (44%) (Ref)  (41%) (Ref.) (Ref.)
62 72 1.11 22 1.05 0.95
CA 0,303 0,705 0,123
(44%)  (49%) (0.68-1.80)  (42%) (0.52-2.10) (0.48-1.88)
AA 18 11 0.58 9 1.48 2.53
(12%)  (7%) (0.25-1.33)  (17%) (0.58-3.78) (0.92-6.95)
186 202 1.00 64 1.00 1.00
C 0,482 0,471 0,213
(65%)  (68%) (Ref)  (62%) (Ref.) (Ref.)
A 98 94 0.88 40 1.19 1.34
(35%)  (32%) (0.62-1.25)  (38%) (0.75-1.89) (0.84-2.14)
92 101 1.00 27 1.00 1.00
G2087A GG
(65%)  (68%) (Ref)  (52%) (Ref.) (Ref.)
45 42 0.85 21 1.59 1.87
GA 0,819 0,192 0,084
(32%)  (28%) (0.51-1.41)  (40%) (0.81-3.12) (0.95-3.67)
AA 5 5 0.91 4 2.73 2.99
B%)  (4%) (0.26-3.25)  (8%) (0.68-10.9) (0.75-11.9)
229 244 1.00 75 1.00 1.00
G 0,577 0.071 0.024*
(81%)  (82%) (Ref.)  (72%) (Ref.) (Ref.)
A 55 52 0.89 29 1.61 1.81
(19%)  (18%) (0.58-1.35)  (28%) (0.96-2.71) (1.08-3.06)*

MWA-migranea sem aura; MA-migrdnea com aura; OR-odds ratio; Cl-intervalo de confianga;

NS-n&o significativo.

P2- valor de P para Controle versus MWA. P°- Valor de P para Controle versus MA. P°- valor de P

para MWA versus MA.

OR®- OR para Controle versus MWA. OR®- OR para Controle versus MA. OR®- OR para MWA

versus MA.
*P<0.05
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Foram estimadas as frequéncias

haplétipos nos grupos MWA e no grupo controle (P>0.05), o haplétipo H4
(que combina ambos os alelos “A” para os dois polimorfismos estudados) foi mais
comumente encontrado no grupo MA quando comparado ao grupo controle (19%
versus 10%; P=0.0245; Tabela 3), apesar de este achado ser incerto e nao poder
ser sustentavel a correcao para comparacgoes de haplétipos multiplos. Além disso,
foi observado que este haplétipo (H4) foi significativamente mais comum no grupo
MA que no grupo MWA (19% versus 8%; P=0.0027; Tabela 3).

Tabela 3- Frequéncia de haplo6tipos estimados para os polimorfismos da iINOS
(sintase induzivel de 6xido nitrico) nas participantes do grupo controle

e com migranea.

haplotipicas da

iNOS nos

trés grupos de estudo (Tabela 3). Enquanto foi observada distribuicdo similar de

Haploétipo
d’ L) Loy _ —_ ) )
o8 <« 8 s O S a_ O o O
L <« £Ed98 2T -y £ R I - 2 c R Q £ R
§ 5 52 E 2 °ch =1 S i o i
- o o ~— ~— ~ ~— ~ ~
O A
Hi C G 159 173 1.00 54 1.00 1.00
0.5494 0.4762 0.2481
(56%)  (58%) (Ref.) (52%) (Ref.) (Ref.)
H2 C A 27 29 0.99 10 1.09 1.11
0.9058 0.9743 0.9571
(9%)  (10%) (0.56-1.74)  (9%) (0.49-2.40) (0.51-2.41)
H3 A G 70 71 0.93 21 0.88 0.95
0.8527 0.3589 0.4290
(25%) (24%) (0.63-1.38) (20%) (0.49-1.57) (0.53-1.68)
H4 A A 28 0.76 19 1.99 2.65
0.0245* 0.0027*
(10%)  (8%) (0.42-1.37)  (19%) (1.03-3.86) (1.34-5.22)*

MWA- migranea sem aura; MA- migranea com aura; OR- odds ratio; Cl- intervalo de confianga;

NS- n&o significativo.

P?- valor de P para Controle versus MWA. P°- valor de P para Controle versus MA. P°- valor de P

para MWA versus MA.

OR®- OR para Controle versus MWA. OR®- OR para Controle versus MA. OR®- OR para MWA versus MA.

*P<0.05
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6- DISCUSSAO GERAL
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Apesar de a migranea ainda ndo ter seu exato mecanismo

44,45

fisiopatolégico completamente elucidado**®, ha forte evidéncia da participacao

do 6xido nitrico (NO) nas crises da doenga®®?.

Embora a biossintese cerebral de NO parecer estar associada a eNOS
e NNOS e de existirem inibidores seletivos para essas duas isoformas testados
com sucesso, apenas a concentracao de iINOS parece estar aumentada durante

as crises de migranea'*®.

Sob essa Optica, estudar os polimorfismos genéticos da sintase
induzida de éxido nitrico pode explicar as causas da suposta hiperativacao da via
L-arginina-NO presente durante as crises de migranea.

Nesse ponto, os achados mais importantes do presente estudo foram
que o haplétipo H4, que combina o alelo A para o polimorfismo C %A com o alelo
A do polimorfismo G2087A, foi associado com migranea com aura e que o alelo A
para o polimorfismo G2087A e o haplétipo H4 foram associados a susceptibilidade
aumentada para aura em pacientes com migranea. Sendo assim, pode-se dizer
que tais achados permitem levantar a hipétese de que o alelo A para o
polimorfismo do éxon 16, isoladamente pode estar relacionado com a maior
susceptibilidade a aura em pacientes migranosos e quando combinado com o
alelo A do polimorfismo C'%°A, no haplétipo H4, aumentaria a susceptibilidade a

migranea com aura.

Ha apenas dois estudos prévios que examinaram a associacao entre
polimorfismos da iINOS e migranea. Um deles reportou associagao significante®

enquanto o outro ndo mostrou associacdo*?.

Os resultados do presente estudo sdo novos, sendo assim nao podem
ser comparados diretamente com estudos prévios. Todavia, os resultados
positivos encontrados para a referida associagcdo tem suporte de estudos que

provam a ligagdo entre aumento da atividade da iNOS com a migranea®”.
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Embora a INOS seja principalmente regulada a nivel transcricional,

isto &, na regido promotora do gene*®*°)

, a frequéncia aumentada encontrada
para o alelo A do polimorfismo G2087A em pacientes com migranea com aura é
consistente com 0 aumento da atividade da iINOS nesses pacientes. De fato, esse
polimorfismo genético leva a alteragdo de uma serina por uma leucina no
aminoacido 608 da iNOS, o que aparentemente aumenta a atividade enzimatica
da iINOS e possivelmente promove formacdo excessiva de NO e inflamacdo®?.

Todavia, essas possibilidades ainda necessitam ser provadas.

Sendo assim, a associacdo significante do alelo A com a aura
migranosa € possivelmente explicada pelo aumento da atividade da iINOS em
pacientes que carregam o alelo A para o polimorfismo G2087A. Em consonancia
com essa sugestao, esse polimorfismo do gene da iNOS afetou a susceptibilidade
para outras doengas com um componente inflamatério tais como diabetes, cancer

de prostata, linfoma nédo Hodking e pré-eclampsia'*!3940:50),

Apesar de o alelo A para o polimorfismo C'%°A ter sido associado com
um aumento de aproximadamente cinco vezes na atividade transcricional
promotora da iNOS quando comparado ao alelo C®® esse polimorfismo nao teve
efeitos significantes no presente estudo, pelo menos quando analisado
isoladamente. Porém, é interessante observar que o haplétipo H4, que combina
ambos os alelos A para os dois polimorfismos do gene da iINOS, foi associado
com aura em pacientes com migranea. Este achado é importante e consistente
com a ideia de que esse haplétipo em particular esta associado com a atividade
elevada da INOS®®%),

A interacdo de multiplos polimorfismos genéticos em um haplétipo
representa informacao genética mais determinante na susceptibilidade a uma
doenca do que a avaliacdo de polimorfismos isolados®". Entretanto, no presente
estudo ndo foram examinados mecanismos moleculares e tal associagdo ainda
continua por ser provada. Além do mais, embora seja possivel que marcadores

genéticos possam ter efeitos combinados em haplétipos, ndo foi encontrado
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desequilibrio de ligacdo significante entre os dois polimorfismos estudados,
dado que as pacientes do presente estudo ndo foram selecionadas aleatoriamente

na populacao em geral, o que torna essa informacao nao confiavel.

Apesar de o CGRP ser um importante vasodilatador presente na
inflamacé&o neurogénica, ha evidéncia de que o NO co-localiza-se com o CGRP
nos ganglios trigeminais em humanos, fato que incorpora o NO na patofisiologia

da migranea®?.

Dada a importancia do NO na migranea, estudos prévios foram feitos
com o objetivo de examinar os efeitos de inibidores nao seletivos de NOS e os
resultados na reducdo da intensidade da cefaleia foram significativos®?.
Dessa forma, tais resultados positivos levaram a ideia de que inibidores seletivos
de iINOS poderiam promover efeitos ainda melhores. Outros fatos que concorrem
para tal ideia sdao que (i) apesar de ndo ser normalmente detectavel,
a INOS expressa em células gliais pode, quando estimulada, produzir NO em
quantidade mil vezes maior que aquela produzida pela eNOS e nNOS®Y e
(i) a nNOS, isoforma constitutivamente neural, co-localiza-se com o CGRP em

uma minoria de neurdnios®®,

Todavia sobre tal suposi¢cédo, estudos recentes demonstraram nao haver
efeitos benéficos com o uso de inibidores seletivos de iNOS,®® porém,
0s pacientes tratados nao tiveram seus gendétipos determinados. Por isso seria
aceitavel a ideia de que os inibidores seletivos da iINOS poderiam ter respostas
melhores em sujeitos com marcadores genéticos associados a aumento na
atividade e expressao da iNOS, apesar de que permanece indeterminado se os
genotipos ou haplétipos da iINOS poderiam ajudar a definir um grupo particular de

pacientes que se beneficiariam com o uso de inibidores especificos de iINOS.

Atualmente, as crises agudas de migranea sao tratadas com drogas
anti-inflamatérias ndo esteroidais (acido acetilsalicilico), triptanos (5-HT1e/1D/F
agonistas) ou dihidroergotamina®” intranasal entretanto, 20-30% dos pacientes

nao respondem a essas terapias. Além disso, os agentes para prevengao de
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migranea, incluindo antagonistas dos receptores beta adrenérgicos,
acido valproico, amitripitilina e flunarizina também se mostraram insatisfatérios em
muitos pacientes®”. Dessa maneira, novas estratégias terapéuticas se fazem

necessarias!”.

Sendo assim, devido a escassez de novas drogas para a migranea na
ultima década, sobretudo para o tratamento sintomatico da doenca,
a via L-arginina-NO aparece como possivel alvo farmacolégico alternativo a ser
explorado pela indUstria farmacéutica®.

Por isso, os achados do presente estudo sdo relevantes porque podem
ajudar a identificar pacientes com risco aumentado para o desenvolvimento de
migranea com aura, 0s quais poderiam se beneficiar de terapias com inibidores
seletivos de iNOS.
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7- CONCLUSAO GERAL
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As investigacdes feitas demonstraram que os polimorfismos C'%%°A
e 0 G2087A no gene da iNOS podem afetar a suscetibilidade a migranea com
aura quando seus efeitos estdo em combinacao nos seus haplétipos, sendo que o
polimorfismo G2087A pode afetar a suscetibilidade a aura em pacientes com
migranea. Tais achados podem ter implicacées terapéuticas ao se analisar os
efeitos de possiveis inibidores seletivos da iINOS na populagdo com o perfil

genotipico observado.
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