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Introduccié historica

Milions de persones a tot el moén pateixen migranya, una malaltia neurologica tan
antiga com la humanitat a la qual ja es feia referéncia en els Anals Sumeris, els
documents de la civilitzacio més antiga fins ara descoberta a la Baixa Mesopotamia, 4.000
anys aC. Era una malaltia temuda per les antigues civilitzacions i en son prova les
al'lusions que es troben en la mitologia egipcia i grega, que mencionaven que els déus

Horus i Zeus havien patit aquestes terribles cefalees.

En el segle V aC, Hipocrates va descriure el mal de cap d’un pacient com un dolor intens
a la part dreta del crani precedit d’'una estranya llum davant de T'ull i que millorava
després de vomitar. Pero la primera descripcié detallada d’un episodi de migranya prové

del metge Areteu de Capadocia al segle II dC., que va denominar “heterocranea”.

L'origen del terme “migranya”, tal i com es coneix actualment, prové del mot grec
“hemikranion”, utilitzat per primera vegada per Gale de Pérgam a finals del segle 11 dC.
Vuit segles després, al X dC, el metge persa Avicena va ser el primer a descriure que el
dolor s’exacerbava amb el moviment, que el pacient mostrava intolerancia a la llum i al

soroll i que necessitava retirar-se a un espai fosc i tranquil fins que desapareixia el dolor.

De la neurologia moderna destaquen els estudis sobre migranya de Thomas Willis al segle
XVIL. Va ser el primer a proposar la teoria vascular de la migranya, per la qual 'origen del
dolor era la vasodilatacié produida en vasos sanguinis cerebrals. Durant els segles XVII i
XVIII diversos investigadors introduiren el concepte d’aura (Le Pois, Wepfe, Vater,

Hennicke i Tissot, entre d’altres).

Al 1937, Harold G. Wolff i John Graham varen demostrar que
I'ergotamina tenia un efecte vasoconstrictor sobre aquests
vasos dilatats, i produia aixi la millora clinica del pacient.
Aquest estudi va suposar l'inici de la investigacié de les causes,
efectes i tractament de la malaltia. Harold G.Wolff va fer grans

contribucions a lestudi de la migranya i va promoure la

creacio d’'un comité que establis un metode de classificacio de

les cefalees, 'Ad Hoc Committee on Classification of Headaches

(1962). Harold G.Wolff (1898-1962)
3
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Des d’aleshores, han aparegut diferents classificacions de la migranya, algunes de les quals

es tractaran al llarg dels seglients capitols. La voluntat de classificar i diferenciar entre
tipus de migranya es basa en la necessitat de disposar d’uns criteris que tothom utilitzés
com a referéncia. Classicament es diferenciava entre migranya amb i sense aura. Tot i aixi,
al llarg de la historia, molts neurolegs havien descrit I'existéncia de pacients que estaven
més discapacitats a causa de lelevada freqiiencia de migranya. Inicialment, es va
anomenar aquesta entitat com a cefalea cronica diaria (CCD), pero no es va incloure en
la primera de les classificacions que la International Headache Society (IHS) va elaborar al
1988 (IHS, 1988). El concepte de CCD va derivar en migranya transformada (MT)
(Silberstein i Lipton, 1994), i aquest en migranya cronica (MC) (IHS, 2004), ja que la

diferent traduccio a algunes llengties del terme “transformada” originava confusio.

Es pot considerar la MC, doncs, una malaltia caracteritzada per una elevada freqiiencia de
migranya, establert en 15 dies per l'actual classificacié de les cefalees, dels quals com a
minim 8 han de fer referéncia a dies de dolor migranyds, on apareixen la resta de signes
associats a la migranya. Aquest procés de cronificacid afecta un percentatge baix de
migranyosos, aproximadament un 2%, pero discapacita greument aquells que la pateixen
i té un elevat impacte en la vida d’aquests pacients. Es creu que algunes persones tenen
susceptibilitat per desenvolupar aquesta malaltia, i en aquest aspecte, la recerca actual
intenta identificar les caracteristiques cliniques i els factors de risc genétic que poden

contribuir a la predisposicié d’alguns migranyosos a MC.

En els segiients capitols es tracten els aspectes relacionats amb les caracteristiques
’ . b . “ . . . . . . . .

cliniques, 'etiopatogenia, la fisiopatologia i el tractament de la migranya i la migranya

cronica, aixi com els factors de risc que es coneixen actualment i la seva relacié amb la

malaltia.
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I.1. La migranya

1.1. Caracteristiques cliniques

Les cefalees es poden classificar en primaries o secundaries. Es considera que les cefalees
primaries son aquelles en les quals no existeix una causa subjacent. D’aquestes, la més

coneguda és la migranya.

La migranya ¢és, doncs, una cefalea primaria, de caracter episodic i recurrent, molt
prevalent a la poblacié. Es caracteritza per episodis de mal de cap intens i incapacitants,
de naturalesa pulsativa i unilateral habitualment, que sovint s’acompanya de nausees,
vomits, fotofobia i/o fonofobia i que acostuma a durar entre 4 i 72 hores si no es tracta
(IHS, 2004). Es un tret molt caracteristic que el dolor empitjori amb el moviment i
I'activitat fisica. En moltes ocasions la cefalea pot anar precedida del prodrom, un
conjunt de signes premonitoris de I'atac de migranya, sovint de naturalesa subtil, com per
exemple: canvis d’humor, badalls, manca d’atencio, palidesa, gana i/o retencié de fluids.
[’atac de migranya pot presentar-se precedit d’aura, un conjunt de simptomes neurologics
que inclouen alteracions visuals, sensitives i trastorn del llenguatge, de curta durada (pocs

minuts a 1 hora), després dels quals s’inicia el dolor intens.
1.1.1. Criteris diagnostics

El desconeixement de marcadors biologics mesurables indicatius de la malaltia,
I'’heterogeneitat en la manifestacié de la simptomatologia clinica i la poca espeficitat de la
mateixa fan que sovint sigui dificil assignar els pacients migranyosos a una categoria.
Historicament, les definicions de la migranya i de la seva simptomatologia han estat
subjectives i canviants, de manera que resultava imprescindible establir un criteris
rigorosos i homogenis que permetessin la classificacio de les cefalees i puguessin ser

utilitzats arreu del moén.

L’any 1982 es va constituir la International Headache Society (IHS), formada per un grup
d’experts en la caracteritzacio i el diagnostic de la migranya, que va recollir i publicar per

primera vegada uns criteris diagnostics consensuats (IHS, 1988) en forma de classificacio
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jerarquitzada. Aquesta classificaci6 va ser revisada setze anys després, fruit del

coneixement generat durant aquest temps (IHS, 2004). La taula 1 recull el resum general
de les entitats cliniques que inclou aquesta classificacié. Les entitats 1 a 4 son les cefalees
primaries, des de la 5 a 12 les cefalees secundaries i la 13 i 14 son les neuralgies. En el
moment de redactar aquesta tesi doctoral, la IHS esta preparant la publicacio d’una 32

edicio actualitzada dels criteris del 2004.
Taula 1. Sumari de la Classificacié Internacional de les Cefalees (ICHD-1I, IHS 2004)

Classificacio Internacional de les Cefalees, [la edicid (ICHDAL, 2004)

Estructura general de la classificacio

[. Migranya

2. Cefalen de tensia (TTH)

3, Clisrer i aleres cefaliees rigeminoautonimigins

4. Altres cofalees primdarics

5. Cefalea arribuida a reavma crandal o cervieal

6. Cefalea atribuida o trastorn cranial o cervical vascular
7. Cefalea arribuida a rrasrorn intracraneal no vascular

& Cefalea aoribusida o una subseincia o a0a la seva supressic

9, Cetalea arribuida a una infeccid

10, Cefalea arribuida a un rastom de la homebsmsi

11, Cefalea o dodor facial atribuida a un trastorn al cTan, n:nll, ull's. ni-]n:a. SITILES Ji:n.ts,
boen o "alrres estructures craneofacials,

2. Cefalen atribuida a rrastorns psiquiiitrics

13, MNeurdlpies cranials | causes centrals de dolor facial

4. Alrres cefalees, neurilgies cranials, dolor facial ceneral o primari

El primer epigraf esta dedicat exclusivament a la migranya i els seus subtipus (taula 2,
pagina seglient). En base a aquesta classificacio, es pot dividir la migranya en dos grans
grups: migranya sense aura (MO) a l'epigraf 1.1 i migranya amb aura (MA) a 1.2, els

criteris diagnostics de les quals s’especifiquen a la taula 3 (pagina seglient).
g q p q pag g

A més, la classificacié recull altres formes menys freqiients com les sindromes
periodiques de la infancia, la migranya retiniana i les complicacions (entre les quals

trobarem la MC, els criteris diagnostics de la qual s’amplien al capitol 2).
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Taula 2. Subtipus de migranya segons la Classificacié Internacional de les Cefalees (ICHD-II, IHS 2004)

Classificaciss Internacional de les Cefalees, [la edicio (ICHD-1, 2004)
Descripeit dels epigrafs del punt 1. Migranya

1.1, Migranya sense aura
[.2. Migranya amb aura
L.2.1.  Aura tipica amb cefalen migranyosa
1.2.2.  Aurn tipica amb cefalea no migranyosa
1.2.3.  Aura tipica sense cefalen
24 Migmnya hemiplégica familiar
1.2.5. Migranya hemiplégica esporidica
1.26.  Migranya de ripus basilar
1.3, Sindromes periodiques de la infancia habitoalment precursores de migranya
13,1, Vomirs ciclics
1.3.2. Migmnya abdominal
1.3.3.  Verigen paroxistic benigne de la infincia
1.4, Migmnys retiniana
[.5. Complicactons de la migranya
I.6. Migranya probable

Taula 3. Criteris MO i MA segons la Classificacié Internacional de les Cefalees (ICHD-II, IHS 2004)

Classificacié Internacional de les Cefalees, La edicio (ICHDHL, 2004)
Descripeié dels eriteris de 1.1 MO i 1.2, MA

1.1. Migranya sense aura
A. Com a minim 5 episadis que compleixin criteris B-D
B. Cefalea d'entre 4 § 72 hores de durnda (no tracmada o amb tractament ineficag)
C. Cefalen que presenta com a minim dues de les sepiients caracteristigues:
1. localitsacio unilareral
2. qualitat pulsativa
3, invensitat Je moderadn o greu
4. condueix a evitar o esth agravada per Pactivita fisica rutindria
I Durane el dolor presenta com a minim un dels seglients simpromes:
1. ndusea i/o wimit
2. fotofobia i fonofébia
E. Mo és arribuible o cap altra causa

1.2. Migranva amb aura
AL Com a minim 2 episodis que compleixin el criteri B
B. Aura migranyosa que compleixi els eriteris B i C per a un dels subtipus 1.2, -

.26
C. No arribuible a cap alere reastomn

1.1.2. Comorbilitats

La migranya és comorbida a una gran quantitat de malalties associades a alteracions
relacionades amb condicions neurologiques i vasculars, fet que suggereix que és una
reaccio del cervell a diferents estimuls que alteren el seu funcionament. Es presenta de

forma més freqiient del que s’esperaria en pacients amb depressio, ansietat, trastorns
7
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associats a dolor cronic (fibromialgia, sindrome de fatiga cronica) i amb determinades

alteracions cerebrals (epilepsia). S’ha descrit connexio reciproca entre migranya i
depressio: la depressid augmenta el risc de migranya (RR 3,4) mentre que la migranya
augmenta el risc de depressio (RR 5,8) (Breslau et al., 2003). Un altre estudi amb una
cohort gran de Noruega, el Nord- Trondelag Health Study, va determinar que els migranyosos
tenen més probabilitat de patir depressio (OR 2,7) i sindrome ansios (OR 3,2) (Zwart et
al., 2003). Tamb¢ s’ha descrit comorbilitat amb els trastorns bipolars, estimant un
augment de 2,5 vegades la prevalenca d’aquest trastorn entre migranyosos (Mclntyre et
al., 2006) i amb trastorns de la son, com les apnees obstructives i la hipersomnia (Rains i
Poceta, 2006). Un estudi finlandés va descriure també risc de trastorns psiquiatrics (OR
4,09), al-lergies (OR 1,83) i hipotensio (OR 1,43) (Artto et al., 2006). Una metaanalisi va
estimar que el risc d’ictus isquémic és el doble en migranyosos, especialment els que

pateixen MA (Schurks et al., 2009).

1.2. Epidemiologia
1.2.1. Prevalenca

La distribucio geografica de la migranya varia en funcié del sexe, I'edat i 'étnia. S’han fet
molts estudis epidemiologics, perd els resultats poden variar en funcio del criteri
diagnostic utilitzat per a classificar els pacients. Els estudis amb mides mostrals més grans
son generalment de caire poblacional i inclouen dades recollides a partir d’enquestes a un
gran grup de poblacio, fet pel qual poden haver-hi discrepancies en la classificacio dels

pacients i per tant, tenen una fiabilitat limitada.

S’ha estimat la prevalenca' mitjana en 11,5% (migranya segons criteris ICHD-II), del qual
un 4,5% correspon a MA (rang entre 1,2 i 5,8 %). Pero aquesta prevalenca pot variar
molt en funcio de la regio geografica, amb la prevalenca de migranya més baixa detectada
a Tanzania (2,6%) i la més alta a Italia (21,7%). Un estudi més recent, pero, situa la
prevalenca en adults en el 14,7%, sent un 8% en homes i un 17,6% en dones (Stovner,

2010). A Espanya, la prevalenca es situa en el 12,8% segons dades de I'estudi PALM

! Proporcio de la poblacio que pateix la malaltia en un moment determinat (mesura de la freqiiéncia en
estudis transversals).
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(Matias-Guiu et al., 2011). Globalment, la prevalenca és inferior a I'’Africa, Asia i Orient
Mitja respecte Europa i Nord Ameérica. S’ha suggerit que aquestes diferéncies poden ser
degudes tant a factors metodologics dels propis estudis com a la influéncia de factors

relacionats amb Destil de vida i 'efecte ambiental (revisat per Merikangas, 2013).

S’observa una diferent distribucio entre homes i

dones, sent més freqiient en dones. La relacio dona- ;r A |
home no es distribueix de uniformement, sind que §

depen de l'edat (figura 1). Cap als 20 anys la relacié ja E‘ i -
és de 2:1 i als 40, sent 35 pels homes i 45 per dones els i el

moments de maxima afectacid segons la historia )
Figura 1. Prevalenca de migranya per

natural de la malaltia, la desproporcio arriba a ser 3:1  sexe i edat (Stovner, 2006)
(Breslau i Rasmussen, 2001; Stovner et al., 2006),
atribuida a la fluctuacié d’hormomes femenines durant

el cicle menstrual.
1.2.2. Impacte socioecondmic

Segons 1'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), la migranya ocupa el 19¢ lloc en el
ranquing de malalties més severes que causen discapacitat en la poblacié general i arriba a

situar-se la 92 entre les dones (Leonardi i Mathers, 2003).

Donat que la migranya és un trastorn incapacitant per definicio, s’ha valorat 'impacte
economic de la migranya fent estudis que mesurin les hores perdudes de productivitat
(hores de feina perdudes i hores de productivitat reduida) aixi com els recursos sanitaris
utilitzats (atencié primaria, unitats de neurologia, visites a urgéncies i exploracions
complementaries). En la Comunitat Europea es va estimar el cost total de la migranya en
25 mil milions d’euros, en un estudi on van intervenir 15 paisos, sent la quantitat més

elevada entre els trastorns neurologics, superior a la deméncia (Berg i Stovner, 2005).

A Espanya, s’ha documentat una pérdua de productivitat que pot variar entre 1,1 hores i
4,6 hores de feina per setmana en funcio de la freqiiencia d’episodis de migranya (Pozo-
Rosich, 2012). L'impacte economic de la migranya a Espanya ¢és de 1.800 milions d’euros
(Matias-Guiu et al., 2011). Aquestes dades s’amplien al capitol segiient dedicat a la

migranya cronica.
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1.2.3. Impacte i qualitat de vida

A banda de la despesa economica que suposa la migranya dins del sistema sanitari, cal
considerar I'elevat impacte que té sobre la qualitat de vida de les persones que la pateixen.
Es considera que un dia viscut amb migranya és tant incapacitant com un dia viscut amb
demeéncia, tetraparésia o psicosi, o fins i tot més incapacitant que la ceguesa (Harwood et
al., 2004). La repercussié de la migranya en la vida del pacient, pero, va més enlla del
malestar o incapacitat temporal que pateix durant I'atac. Segons la freqiiencia amb la qual
es repeteixen els atacs i la seva intensitat, podem distingir entre aquestes repercussions a
curt termini (alteracio de I'estat de benestar del pacient durant la crisi) i repercussions a
llarg termini, que poden ser de caire personal (rendiment académic, éxit i productivitat
laboral, benestar mental, relacions familiars, relacions socials) o economic (costos directes
derivats del tractament especific de la migranya i indirectes, com els derivats dels recursos

sanitaris i de la manca de productivitat durant els atacs).

Cal considerar, també, que les persones que no pateixen migranya ni tenen cap amic o
familiar proper migranyos tendeixen a confondre la migranya amb una cefalea tensional
. . . . . . b . 9. ’ . .
no discapacitant, minimitzant per desconeixenca, I'abast i I'impacte real que té la crisi de
migranya. Aixo és una constant en moltes malalties que tenen com a base el dolor cronic,

ja que el dolor no és mesurable ni quantificable de forma objectiva.

Els estudis epidemiologics sovint inclouen instruments per avaluar i quantificar el grau

d’impacte de la migranya en la qualitat de vida i la discapacitat que produeix:

e La Health-Related Quality of Life (HRQoL)” i el qiiestionari de salut SF-36v.2’
mesuren de forma generalitzada la percepcié dels pacients del seu estat de salut en
el qual han de tenir en compte la cefalea.

e La Migraine Disability Assessment (MIDAS)* és una escala que mesura de forma
especifica el nivell de discapacitat provocat per la migranya.

* El Headache Impact Test (HIT-6)’ és un test per calcular 'impacte que té la cefalea

en la vida del pacient.

? Centers for Disease Control and Prevention Measuring Healthy Days. Atlanta, CDC; 2000. Enlla¢ de
consulta: HRQoL versié espanyola (BiblioPro)

3 Ware, 1992. Enllac de consulta a: SE-36v.2 versio espanyola (BiblioPro)

* Stewart et al., 1999. Enllac de consulta a: MIDAS versié espanyola (BiblioPro)
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Tant la MIDAS com el HIT-6 s’utilitzen especificament com a indicadors de la incapacitat

produida per la migranya a les consultes de neurologia. Ambdues donen informacio
similar perd amb matissos: la puntuacio MIDAS es veu més influenciada per la freqtiencia
d’atacs mentre que la HIT-6 reflecteix més la intensitat del dolor (Sauro et al., 2010). Per
tant, aquests instruments son especialment rellevants per caracteritzar i fenotipar pacients
\ 7 . . ) A . , . b .
perd també per a monitoritzar I'evolucié del mateix. En el capitol segiient s’analitzen

algunes dades relacionades amb aquests instruments i la migranya episodica (ME) i

cronica (MC).

1.3. Fisiopatologia

La fisiopatologia de la migranya és encara poc coneguda, i no hi ha una unica teoria que
permeti explicar tots els fenomens que s’esdevenen en un atac migranyos. Coexisteixen
actualment dues teories sobre la fisiopatologia de la migranya: la teoria neuronal i la
teoria vascular. Durant anys s’ha postulat una teoria vascular, que suggeria que el mal de
cap seria causat per una vasodilatacid, mentre que l'aura seria el resultat d’una
vasoconstriccio (Wolff, 1963), pero s’ha pogut demostrar que el mal de cap comenca
abans que augmenti el flux sanguini cerebral a causa de la vasodilatacié (Olesen et al.,
1990). Actualment, la teoria neuronal en voga proposa que una disfuncié neuronal
desencadena un estat d’hiperexcitabilitat cortical neuronal (Pietrobon i Striessnig, 2003)
que permet que es propagui una ona despolaritzant, 'anomenada depressio cortical
propagada (DCP). Es considera que la DCP que avanca pel cortex és la responsable de
I'aura i dels simptomes que se’'n deriven, i que la intensa activitat neuronal i la reduccio

del flux sanguini cerebral després de la DCP activen les vies nociceptives.

Es postula, doncs, que la migranya és el resultat d’'una disfuncié primaria al cervell que
s'inicia a les neurones de determinats nuclis i desencadena una série d’esdeveniments que
condueixen a l'activacié i sensibilitzacio del sistema trigeminovascular, i que produeixen
inflamacié neurogénica i la consequient resposta vascular mediada per diferents agents

bioquimics, principalment la serotonina.

> Bayliss et al., 2003. Enllac de consulta a: HIT-6 versi6 demostracié online

11



Introduccié

I
(f‘;hllﬂﬂul
Cortex | 5 - -1\ Darsal raphe
) Y - fﬂlﬂllull-
Mypathalamus
Duira 3 =
o At
8 7 b i -
T P Trigeminal | | 1
r - panglion fe
F [ '-.l- f -\‘"
® ~ 50 ~
sl 13t P !
£ - . L
] / 21 Prerygopalatine
= . e - S | ganglian
LY \\ i

Figura 2. Principals estructres anatomiques implicades en la fisiopatologia de la migranya (Goadsby et

al., 2002, Copyright Goadsby, 2002)

1.3.1. Hiperexcitabilitat cortical del cervell migranyos

Molts estudis suggereixen que el cortex cerebral dels pacients amb migranya és
hiperexcitable, i que aquesta s’observa també en periode interictal. Es considera que
aquesta hiperexcitabilitat neuronal disminueix el llindar de resposta a determinats
estimuls o que augmenta amplitud de resposta als mateixos quan aquests superen un

determinat llindar (revisat per Pietrobon i Moskowitz, 2013).

En alguns estudis s’han observat diferéencies en el processament de la
informacidl cortical entre el cervell d'un migranyés en periode interictal i el d’un
control. En condicions normals es produeix un fenomen d’habituacié davant d’estimuls
persistents, disminuint] la resposta cortical evocada. Els individus migranyosos, en
canvi, presenten el fenomen d’habituacié reduit, o fins i tot activacidé (Ambrosini i
Schoenen, 2003), que podria contribuir a la hipersensibilitat a determinats estimuls

sensorials com llums intenses o olors fortes.
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1.3.2. Activacio trigeminovascular

El desencadenament d’'una migranya depén de 'activacié i sensibilitzacio de les fibres

aferents sensorials trigeminals que innerven els teixits cranials, especialment les meninges

i la seva vasculatura. L’agent causant d’aquesta activacié no esta clar. Alguns autors ho

associen a la DCP que causa els fenomens de I'aura, o a una DCP silent en el cas de MO.

D’altres hipotetitzen que el generador s’activaria en el nucli rafe dorsal a nivell de tronc
1 . . . . . ) . ., ) y

encefalic. Sigui per la via que sigui, I'activacio d’aquest generador és contralateral al costat

del dolor i es deu a 'alliberament d’oxid nitric (ON) i glutamat, principalment.

Les meninges (membranes que protegeixen el sistema nervios central) son les tniques
parts del cervell sensibles al dolor i estan irrigades per vasos innervats per les fibres
aferents del nervi trigemin (nociceptors), que és el mecanisme d’alerta i defensa del teixit
cerebral. El dolor migranyos és consequéncia de I'activacié d’aquest sistema de defensa
(Moskowitz i Macfarlane, 1993). Les neurones trigémines tenen el soma al gangli trigemin
(TGN) i estableixen connexions sinaptiques amb el nucli caudal del trigemin situat al
tronc de l'enceéfal i amb els vasos cerebrals del cortex i les meninges. Quan aquestes
neurones s’activen per 'ON i glutamat, alliberen péptids vasoactius pro-inflamatoris sobre
les meninges: substancia P, neuroquinina A i CGRP (peptid relacionat amb el gen de la
calcitonina). Aquestes substancies produeixen vasodilatacié del vasos cerebrals de les
meninges, extravassacid de proteines plasmatiques i activacié dels mastocits de la dura
mater, que alliberen citoquines i altres mediadors inflamatoris. Aquesta reaccid
inflamatoria local iniciada per l'activacio dels nociceptors s’anomena inflamacid
neurogenica (Markowitz et al., 1987; Moskowitz i Macfarlane, 1993), que contribueix a la
sensibilitzacié periferica d’aquestes aferents trigeminals. La resposta inflamatoria, a més,
s’associa a una disminuci6 del llindar per reactivacions segiients, fet que podria explicar

que la migranya es prolongui en el temps i s’intensifiqui.

Després de l'estimulacio quimica de les neurones periféeriques del trigemin, pero, les
neurones trigémines centrals també es sensibilitzen i comencen a respondre a estimuls
abans innocus produint sensibilitzaci6 central (Burstein et al., 2000). Aquest mecanisme
podria explicar I'associacié de migranya a l'al'lodinia cutania. Aquesta sensibilitzacio

central és intermitent en la ME, perd en el cas de MC persisteix de forma continua,

13
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explicant part de la simptomatologia que els migranyosos cronics experimenten en

periodes interictals.
1.3.3. Nocicepcio i el tronc de 'encefal

Les fibres trigeminals sensibilitzades transmeten el senyal al nucli caudal del trigemin, al
tronc de I'encefal, de manera que s’activen altres estructures implicades en la nocicepcio,
com el talam i el cortex somatosensorial, implicats en la percepcio i localitzacio del dolor,
per tal d’activar la resposta al dolor (antinocicepcié). Es posa en marxa, doncs, la via
facilitadora descendent, que condueix a [lalliberament de substancies endogenes
inhibidores (opioides i GABA) que actuen modulant la transmissio de I'estimul dolords:
d’'una banda, disminueix I'alliberament de glutamat i substancia P i, d’altra banda,
disminueix la transmissio de I'impuls dolorods cap a talam i cortex mediat per serotonina i

norepinefrina.

Mitjancant proves de neuroimatge funcional, s’ha comprovat I'activacio de la substancia
gris periaqlieductal (PAG), el nucli dorsal del rafe, el locus coeruleus, I'area del tegment
ventral i I'hipotalam (implicats en la modulacié i control autonomic del dolor); el nucli
salival superior (implicat en la vasodilatacié meningea i simptomes disautonomics); el

cingle i 'amigdala (component subjectiu i emocional del dolor) (Goadsby, 2002).
1.3.4. Connexio entre I'aura i la cefalea

Com la DCP desencadena 'activacié del sistema trigeminovascular és un procés estudiat
a partir de models experimentals. S’ha demostrat que en rata, la DCP induida amb
potassi o un estimul eléctric activa aferents trigeminals al cortex, desencadenant les
reaccions a nivell de meninges i tronc encefalic que generen el dolor (Bolay et al., 2002).
L’activacio del trigemin podria donar-se com a conseqiiencia dels canvis en la composicid
del fluid extracel-lular induits per la DCP, com ara I'increment en les concentracions de
K+, H+, neurotransmissors, i metabolits. Aixo explicaria el mecanisme en el cas de la MA.
Donat que la MO és molt més freqiient, i que els pacients amb MA poden patir episodis
sense aura, s’ ha postulat que la DCP podria estar produintse en arees clinicament
silencioses del cortex cerebral (Woods et al., 1994; Cao et al., 1999) o que no arriben a

un llindar suficient per a donar manifestacions cliniques de I'aura.

14



Introduccio

La DCP promou 'extravassacio de
proteines plasmatiques dels vasos
sanguinis a les meninges, que
activen les aferents trigeminals. S"han
descrit mutacions que redueixen el
llindar d’activacié de les neurones
trigeminals. El senyal es transmet
també al nucli trigemin caudal, que
també rep aferéncies d’altres arees
- b| del tronc encefalic, com la PAG el

_[ \ LCiel RN, que poden ser arees
disfuncionals en la migranya.

- PAG, substancia gris periagiieductal;
* LC, locus coeruleus; RN; nucli rafe.

(Weir i Cader, 2011)

Figura 3. Circuits neuronals implicats en la generacié del dolor

1.3.5. Disfuncié endotelial

S’ha demostrat que la DCP activa les metal-loproteinases de matriu (MMP) que alteren la

permeabilitat vascular.

Les MMP constitueixen una familia d’endopepetidases zinc- i calci- dependents que
degraden diferents components de la matriu extracel-lular, com la fibronectina, la
laminina, els proteoglicans i el collagen tipus IV (Candelario i Rosenberg., 2009).

Classicament, les MMP es van classificar segons |'especificitat de substrat en:

*  Collagenases: MMP-1, MMP-8, MMP-13 i MMP-18

e Estromelisiness MMP-3, MMP-10 i MMP-11

* Gelatinases: MMP-2, MMP-7 i MMP-9

* Matrilisines: MMP-7 i MMP-26

* MMP de membrana: MMP-14, MMP-15, MMP-16 i MMP-24

Les MMP son regulades tant a nivell transcripcional de la sintesi proteica com per la
secrecio en forma inactiva (zimogens). Pero a més, les MMP poden ser bloquejades
enzimaticament pels TIMP, uns enzims de baix pes moelcular que inhibeixen
especificament determinades MMP: TIMP-1 inhibeix principalment MMP-9; TIMP-2

inhibeix MMP-2 i, paradoxalment, contribueix a l'activaciéo de la forma inactiva pro-

15



Introduccio

MMP-2; TIMP-3 inhibeix MMP-3 i MMP de membrana i TIMP-4, de funcié desconeguda

al cervell.

Les MMP, pero, afecten tant la membrana extracel-lular com I'endoteli vascular, facilitant
I'acumulacié de molécules nociceptives al cortex. S’ha suggerit que les MMP augmenten
la permeabilitat vascular en els vasos cerebrals, alterant la composicié de la BHE i
contribuint a generar un ambient inflamatori que, conjuntament amb 'activacio de les

neurones trigeminals, pot conduir al desencadenament d’un atac de migranya (Yong et

al., 2001; Gurney et al., 2006; Edvinsson et al., 2008).

En un model experimental de migranya en ratoli, els canvis en l'activitat de les MMPs als
vasos es van detectar als 15 minuts de la DCP mitjancant zimografia in situ (Gursoy-
Ozdemir, 2004). Al cap de 3-6 hores, els nivells de MMP-9 es podien mesurar mitjancant
zimografia en gel en teixit ipsilateral a la DCP. Els nivells es mantenien elevats durant 48
hores. A més, es va detectar disminucié en la immunoreactivitat de la laminima, la EBA
(endothelial barrier antigen) i el marcador zona occludens-1, que suggereix que I'activacio de
MMP induida per la DCP altera proteines critiques per a mantenir la integritat de la

barrera hematoencefalica (BHE). L’activitat gelatinasa de la MMP-9 desapareixia en

preséncia de 'inhibidor GM6001.

Estudis amb neuroimatge de pacients amb episodis de migranya amb aura prolongada van
mostrar que hi havia extravassacié de contrast gadolini a dins del parenquima, la qual
cosa suggereix que hi havia disrupcié de la BHE (Lindner et al., 1999; Smith et al., 2002;
lizuka et al., 2006).

A més, s’han realitzat alguns estudis amb pacients per estudiar la relacié entre les MMP i
la migranya amb resultats controversos. Leira i col-laboradors van descriure que els nivells
plasmatics de MMP-9 augmentaven durant la crisi de migranya en comparacié amb
controls, tant en MO com en MA (Leira et al., 2007). Un altre estudi, pero, va suggerir
que 'augment dels nivells de MMP-9 en migranyosos era una conseqiiéncia de I'atac, ja
que van observar que els maxims nivells d’expressio es trobaven en pacients amb menys
dies des del darrer atac (Imamura et al., 2008). Contrariament a aquests estudis, Ashina i

col-laboradors van descriure un descens dels nivells plasmatics de MMP-3 durant un atac
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de MO, i no trobaren diferéncies en els nivells de MMP-9 ni de TIMP-1 (Ashina et al.,
2010).

En condicions fisiologiques, el balanc entre les MMP i TIMP es regula d’'una forma
precisa. Alteracions d’aquest balanc proteolitic poden estar associades a la fisiopatologia
de trastorns neurologics en els que es produeix inflamacio neurogénica (Mannello et al.,
2009). En aquest sentit, un estudi va reportar un augment plasmatic de MMP-2 i de la
ratio proMMP-2/TIMP-2 i un descens de la ratio MMP-9/TIMP-1 en un estudi cas-
control amb dones amb MA (Martins-Oliveira et al., 2009).

Més recentment, un estudi cas-control amb 38 migranyosos i 20 controls va estudiar el
nivell plasmatic de MMP-9 durant I'atac de migranya, des de I'inici del dolor fins al 7¢
dia. Van observar que el nivell de MMP-9 augmentava des de l'inici i es mantenia elevat
fins al 6¢ dia, mostrant el pic més elevat durant el 3r dia (Gao et al., 2010). Bernecker i
col'laboradors també van descriure un augment dels nivells serics de les MMP i TIMP
(OR 7,57) en un estudi cas-control. Perd a més, van determinar que 'augment de MMP
en aquesta mostra també correlacionava amb altres parametres relacionats amb el

metabolisme de lipids (colesterol, triglicerids i LDL) i la insulina (Bernecker et al., 2011).

Malgrat que no hi ha consisténcia de resultats entre tots aquests estudis, probablement a
causa d’importants diferéncies metodologiques, tots van coincidir en que no sembla que

hi hagi cap diferéncia en els nivells plasmatics de les MMP entre la MO i la MA.

1.4. Biomarcadors en la migranya

Un biomarcador és una mesura o caracteristica mesurable i objectivable que es relaciona
amb un determinat procés biologic o estat del procés. Es poden diferenciar biomarcadors
d’exposicié i biomarcadors de la malaltia. Els primers fan referéncia al risc de
desenvolupar una malaltia i els segons son indicadors amb una potencial utilitat en el

diagnostic i/o pronostic d’'una malaltia.

Entre els biomarcadors d’exposicio destaquen els factors genétics, com ara la preséncia de
determinades mutacions o variants géniques. Els factors genétics implicats en la migranya

i les evidéncies de la susceptibilitat s’expliquen en el capitol 4 d’aquest mateix bloc.
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Els biomarcadors de la malaltia, en canvi, poden ser protedmics, metabolics, fisics,

fisiologics o patrons de neuroimatge (Loder i Rizzoli, 2006).

En la migranya, s’han estudiat biomarcadors fisiologics com alteracions en el potencials
evocats, que van permetre identificar una deficient habituacié del cervell migranyds a
estimuls repetitius que s’ha relacionat amb la hiperexcitabilitat cortical (Gantenbein i
Sandor., 2006). Majoritariament, pero, la recerca de biomarcadors s’ha basat en I'estudi
de molécules implicades en la senyalitzaci6 neuronal implicades en el mecanisme
fisiopatologic de la migranya, com ara: el CGRP, la substancia P, la neurokinina A, 'oxid
nitric, les encefalines, el peptid vasoactiu intestinal (VIP) i el peptid activador de
I'adenilat ciclasa pituitaria (PACAP) (revisat per Edvinsson, 2006). Les MMP, com s’ha

descrit anteriorment a 1.3.5, també han estat estudiades amb resultats poc consistents.

Un estudi amb microarrays va identificar fins a 15 gens expressats diferencialment en MA
respecte controls, entre els quals destacaven la a-fodrina (codificada per SPTANI) i la
hipocalcina (codificada per HPCALI). La o-fodrina és una molecula ampliament
expressada al cervell i en diferents tipus neuronals que pot ser rapidament degradada per
les MMP. La hipocalcina, en canvi, és un membre de la familia de proteines neuronals
sensibles al calci que s’expressa a les neurones piramidals hipocampals i que alguns
estudis han relacionat amb una forma monogeénica de la migranya, la migranya

hemiplégica familiar (FHM), caracteritzada per alteracions en el canal de calci

CACNAI1A. (Nagata et al., 2009)

En la MC, I'estudi de biomarcadors ha suggerit associacions amb uns patrons de lesions
en la substancia blanca, pero fins I'actualitat els resultats son poc precisos, poc replicables
i aplicables sovint a subgrups molt especifics de pacients. Malauradament, encara no es

disposa de cap biomarcador amb utilitat diagnostica demostrada per la migranya ni per la

MC.
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H

1.5. Tractament de la migranya
1.5.1. Tractament simptomatic

En el tractament simptomatic de la crisi de migranya s’utilitzen farmacs especifics i no
e ) . . .. ..

especifics. L'avenc en el coneixement dels mecanismes fisiopatologics va permetre el

decobriment dels triptans, un grup de farmacs especifics de migranya que actuen

mitjancant les seves propietats agonistes dels receptors de serotonina. No son utils en el

tractament d’altres tipus de cefalees a excepcio del Cluster.

El seu mecanisme d’acci6 es basa en fer de mitjancers de la vasoconstriccié dels vasos de
les meninges a través de Destimulacio dels receptors vasculars 5HTI1B, inhibir la
inflamacié neurogénica a través de I'estimulacié dels receptors presinaptics SHT1D-1F i
fins i tot poden inhibir la transmissi¢ central del dolor. Els triptans, pero, tenen una
finestra terapéutica estreta que depen de la intensitat del dolor i la presencia d’al-lodinia.

La taula 4 recull els tipus i les potencials indicacions dels triptans.

Taula 4. Triptans i indicacions pel tractament simptomatic de la crisi de migranya (adaptat de Pascual, 2012)

Eirmac  Formulacié  Indicacions

Sumatripman  Subcurinea ®mg  Crisis intenses resistent a via oral i nasal
Masal 20mg Crisis resistents a via oral o pacients amb vomics
Masal 10 mg MNens i adolescents
Oral 50mg Migranyds estandard & en rise d"embarhs

Zolmitriptan Orral 2,51 5myg Migranyas esrndurd
Masal Smg Resistents a vin oral i/o amb vimits

Maratriptan Ciral 2,5mg Crisis leus-moderndes de Harga durada
Efectes adversos amb altees triptans

Rizarriptan Oral 10mg Migranyos estindard
Crisis intenses, rhpides | de curm durada

Almotriptan Oral 12,5mg Migranyos estindand
Efectes secundaris ambs altres triptans

Elerripran Oral 20 i 40mg  Crisis intenses de largn durada
Frovatriptan Oral 2,5mg Crisis Nevs-modermdes

Crisis de larg durada
Efectes adversos amb alepes triptans
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Entre el grup de farmacs no especifics utilitzats per la crisi de migranya trobem

antiemetics, 'objectiu dels quals és minimitzar les nausees i vomits que acompanyen el
desenvolupament de la crisi, i els analgeésics (simples, combinats amb cafeina i
antiinflamatoris no-esteroideus ¢ AINE. Els analgesics simples utilitzats habitualment sén
el metzamizol magneésic i el paracetamol, tot i que acostuma a ser més freqiient I'us de
combinacions amb cafeina i codeina, un abus dels quals pot conduir a dependeéncia i
conseqilent CAM. Entre els AINE més utilitzats trobem l'acid acetilsalicilic (AAS), el

naproxe, I'ibuprofe, el diclofenat sodic i el dexketoprofe.
1.5.2. Profilaxi

El tractament preventiu s'aconsella a partir de 3 episodis de migranya al mes i
s'introdueix progressivament per a minimitzar els efectos adversos que pot produir. El
tractament preventiu més freqiient consisteix en ['us d’antiepiléptics ¢ beta-bloquejants,
com el topiramat o el propanol i el nadolol, segons les caracteristiques particulars del
pacient a tractar. El segon nivell de preventius, quan el pacient no respon o existeix
intolerancia o contraindicacions pels anteriors, sén la flunarizina (calci-antagonista) i
I'acid valproic (antiepileptic). També es pot considerar 'us d’altres farmacs hipertensius,
com el lisinopril i el candesartan, antidepressius com lamitriptilina i AINE,
habitualment naproxeé (Pascual, 2012). La riboflavina i la toxina botulinica tipus A
(aprovada recentment com a tractament preventiu quan no es respon als tractaments
classics) també han demostrat en alguns assajos clinics la seva eficacia com a preventius,

perd el mecanisme d’accio és encara forca desconegut.

A banda del tractament farmacologic, existeixen una série de recomanacions sobre habits
i estil de vida que poden ajudar al pacient a controlar millor les seves migranyes: ésser
molt regular amb els horaris d’apats i de dormir, dormir les mateixes hores i menjar la
mateixa quantitat cada dia, fer activitat fisica moderada amb regularitat, evitar situacions
d’estres, evitar llocs amb molt soroll i olors penetrants aixi com identificar els
desencadenants habituals de les crisis de migranya. L’alcohol i les begudes/aliments rics
en xantines, com ara el cafe, la xocolata, el t¢, el guarana, etc. poden actuar també com a

desencadenants, especialment quan el consum és moderat-elevat.
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|.2. La migranya cronica

2.1. Caracteristiques cliniques

La MC és una malaltia caracteritzada per un augment en la severitat i freqiiencia dels
atacs de migranya, amb o sense aura. Aquesta progressio s’ha descrit des del 1980 amb

diferent nomenclatura i criteris diagnostics sovint arbitraris i poc precisos.
2.1.1. Criteris diagnostics

La primera classificacio de les cefalees o ICHD-I (IHS, 1988) no va incloure cap criteri per
classificar aquells pacients amb cefalea diaria o quasi diaria. D’aqui va néixer la necessitat
d’establir uns criteris diagnostics especifics recollits a la taula 5 (Manack et al., 2009), els

quals han patit diverses modificacions al llarg del temps.

Inicialment, es va anomenar “migranya transformada” a la progressio de la cefalea segons

criteris poc especifics (Mathew, 1993; Silberstein i Lipton, 1994; Silberstein i Lipton,

1996). Conceptualment, la migranya transformada provenia d’'una migranya episodica,
N . . ) 1. . . . .

pero els criteris que s’utilitzaven es basaven en el testimoni del pacient i de com recordava

el procés, de manera que sovint no es podien classificar pacients que no podien aportar

informacié concreta a nivell temporal.

El terme “migranya cronica” és utilitzat per primera vegada per Manzoni (Manzoni et al.,
1995) i el seu criteri coexisteix amb els de Silberstein i Lipton durant un temps, definint
com a MC aquells pacients amb migranya sense el tipic periode lliure de simptomes entre
atacs. Donada la imprecisio d’aquest criteri i dels coexistents, un pacient podia ser
diagnosticat de “cefalea cronica diaria”, “migranya transformada” o “migranya cronica”
indistintament. Quin es feia servir més depenia de criteris subjectius, pero a finals dels
anys noranta els més utilitzats en estudis epidemiologics van ser els de Silberstein i

Lipton.
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micringia

Migranya transforninda
MT)
{Mathow, 1993)

Migranya cromica (MT)
(Manzoni et al., 19935)

Migranya transfurmasda
iMTY

(Silberstein | Lipton,
1994

Migranya transforniasda
MT)

(Silberstein | Lipton,
19583

Pacients que veven de forma clarm un sugment de les seves
migranyes, atgmentant la severitar i freqiencia (migranyes que
evolucionen a quasi dinricsh. £incoven els subtipus: (1) MT
asscicda a abds de medicaimenis, (2] MT no associada a abiis de
medicoments.,

Migramya amb progressid destavornble sense periodes Wliunes de
simpromes entre atcs:
A, Complir criteris nvigranya (LCHE, 1.1.)
B Cefalen durant & dies a la setmann com a minim
durane 1 any

Cefalea difria o quasisdiiria que e va iniciar amb migramy
JUE €5 TOIMED MeTys sevenes | menys iregients a mida que la
ﬁ'cql:ll‘.-.m:in Ji: :‘cl’.‘l!uﬂ. AL
A, Historia de miigranya episadica sepons alguns dels
criveris ICHIM 1.1-1.6
Diolor diari o quasidiar (215 dies/ mes durane > 1 mes
Durada promig >#h/dia (sense mracrar)
Histiwia di cefalen fregiient wmb disminueio de
severbtan dels simipromes migramyosos durant al menys
¥ meesos
Com o minim, | dels sepfients:
I. Mo indicis de altres trastorns enire els grups 5-11
2. Indicis dalyun emstomn perd descartable
3. Preséncia d'algun trastorn pend separats en el
remps del primer atae de migranya
La transformacia amb abis de medicoments es defineix com
pacients que compleixin els eriteris anteriors i al menys 1 dels
sepshicnits durane 1 mes:

BpE

m

1} Analgesics simples (> 10000y AAS /0 acetaminofen >5

dies/setmana)

I Analgesics combinas (cafeina, barbitaricsh >3/ dia i
>} ilies/setmana

3 WNarootice: > 1/din i > 2dies/sermana

4}  Ergotnming {(lme PO o O,5MG PRY durant =2
dies/sermann

Es mantenen els critenis jnelels eriteris B, Ci E anterioms (que
passen a ser A, B i E, respectivament). S'afepvin
. Coma minim, | dels seglients:
1.  Histiria de migranya episiadica sepons alguns dels
eriters ICHDM 1.1-1.6
1. Histdria d'sugment de freqiéncia de cefulea amb
disminucit de |a severimar dels simpromes
migranvyosos durant al menys 3 mesos
Y. Lacefalea pot concordar, en algun moment, amb
cls criteris establerts entre 1.1 1 1ba m;u:il.'n,il.- Ia
durada
D, Nocompletx criterls per fova cefalea diaria persistent
ni hemicrania continus

Traduccié de la revisié de Manack et al.,

H

Taula 5. Criteris diagnostics de MT i MC previs a ICHD-II (IHS, 2004) i ICHD-IIR (IHS, 2006).

Limitacions

Facil d'aplicar peris
falz fiabalitar sobhe
Festat de la malaltia
i la progressio

Falven criveris
destratificaci
segons abis de
medicaments

Limitacions en la
pracica general per
In rl.,—rn.mdirh:'h Jl,:l
record del pacient
sobre [a
rransformacio de ln
seva cefalea

El reqjueriment d'l
eriteri de C era
problemirics si .2
o refereix o un
pacient de
migranya pend ni
C.1mi C3,
aleshires un
pacient podia ser
elnasificat com a
MT sense haver
tingut abans
migranya episindica
i experimentarles

2009.
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La manca de criteris per trastorns cronics en la ICHD-I (IHS, 1988) va generar critiques

entre la comunitat cientifica, de manera que la ICHD-II (IHS, 2004) va incloure criteris

per la MC sota la classificacio de “complicacions de la migranya”, que es van precisar i

modificar en un apéndix que es va publicar dos anys més tard, la ICHD-IIR (IHS, 2006).

Taula 6. Criteris diagnostics de MC a ICHD-II (2004) i ICHD-IIR, (2006).

Nomenclatura i
referinga

Migranya erinkea (MC)
(QCHDAL 2004)

Migranga crbnica (MC)
(ICHDALR, 2006)

Descripeid /o criteris diagndstics

Cefnlea mugranyosa que ocorre 21 3des/mes en absencia d'abis
de medicamenis.
A, Cefalea que compleix els criteris C i D de migranym
semae aura 1L 1) durane 21 5dies/mes durant >3 mesos,
B. Mo amibuible a altres orastornst
En presémcia d'abis de medicoments {(per exemple, criteri B per
algun dels subripus de 8.2.Cetalea per abas de madicaments
(CAMY, es classificarn aquell pacient d'acord al tipus de
migranya previ a Uabas (normalment 11 Migranya sense aura) i
165 Migramya cromica probable més 8.2.7 . Probable cefalea per
sbiis de medicaments.

Cefalea freqiient 0315 dies/mes) amb com a minim 8 dies/mes
de migranya o migranyn probable en abséncia d'abos de
medicaments.
A, Cefalea (rensional Vo migranyal =1 5dies mes diumint
>3 mesas
B, Que ocorre n pacients que ja han sofert >5 atacs que
compleixin eriteris 1, 1. Migronya sense aura.
C. Quee enn *Bdies/mes b cofalea complelxi els erirers C1
Vo C1, per tant, que hagl complert criteris de dolor i
simptomes associats de migranyn sense aum:
1. Que dingui 2 enere “a” § *d":
{a) bocalitzacid unilateral
) puilsariv
) inrensitat moderada o severa
{d)  agreujat per o evitant Pactivitat fisicn rutindrin
{camiinar o pujar coales)
Lol menys | enmme “a” | *b"™
{a) ndusea Lo wiimit
(b} torafabin i sonofisbia
2. Tractada i ressclta amb triptans o erpétics abans de
desemvvalupar els simpromes de C1
[, Sense abis de medicoments$ i no amibuible 2 cop
alere rastormnt

Migranya 215dies
£ NS 277 TNEsEN
restrictiu, ja que
describia ln majoria
de MC a les
conatilbes Je
cetabea i el
dizgmistic de MC
;L:p:ni;l Jl,.-
I'abséncia de
CAM, que nomis
pot ser
cHmmosticadn una
vegada el pacient ja
mi i CAM,

Mods
universalment
acceptada fa que of
criteri [ esea
satmies o delat
soibire 51 MC &
COs
cunsegliencia
d'alvis de
medicaments i &s
u eritert dificl] de
dererminar en
estudis
poblacionals a gran
escala,

La earegoria C2
st subjecte a ln
capacitar del
pacient de recordar
Ia millsarn amb
IripEans o ergorics
abans de
desenvolupar la
migranya

tAnamnesi i explomed fisica i neuroligicn no suggercixen cap dels mmstorns
establerts entre els puns 5 1 12 de la classificacic, o supgrercinen algun dels trastorns
perd poden ser descartats amb proves adequades, o ¢ trastorn & present perd la
cefalea no e desenvolupa en el mateix mare temporl que ¢l trastom.

$CAM es defineix amb els criteris ICHDA] revisats del 2006,

Traduccié de la vevisié de Manack et al., 2009.
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La correcta definicié de MC és encara un tema controvertit. Molts autors consideren que

aquest concepte encara ha d’evolucionar perd reconeixen la importancia de considerar-lo

una complicacié de la migranya recollint el concepte de “migranya transformada” de

Silberstein i Lipton (DiazInsa, 2012).

Un dels aspectes més arbitraris del criteri de MC és el fet d’establir en 15 el minim de
dies per a considerar que un pacient pateix MC, ja que hi ha sovint variabilitat en la
durada dels episodis. Per definicio, la durada d’un atac de migranya és d’entre 4 i 72
hores i compren fins a 4 fases (prodrom, aura, dolor i fase ressolutoria, sovint similar a la
sensacié de “ressaca”) pero en alguns pacients les diferents fases es succeixen en un
periode de 12 a 24 hores i en d’altres no es resol completament en 72 hores. En un 20%
de casos el dolor migranyés dura més de 72h (Pryse-Phillips et al., 2006). Per tant, la
durada de 'episodi pot influenciar molt el diagnostic, de manera que cal tenir en compte

més caracteristiques cliniques a banda del valor absolut de dies amb dolor.

Bigal, M.E. i Lipton R.B. van proposar, en relaci¢ a la freqiiencia de migranya, subdividir
el grup de ME en episodics de baixa frequiencia (EBF), en els quals s’inclouen les MO i
MA que <9 dies/mes, i episodics d’alta freqtiencia (EAF), amb 10-14 dies de dolor/mes,
ambdoés inclosos. Aquesta distincié permetia seleccionar un grup d’episodics amb
frequiencia prou elevada com per a suggerir que es trobessin en un probable procés de

transformaci6 de la seva migranya (Bigal i Lipton, 2008).

A T'espera d’'una nova versio de la classificacié de la THS (en fase de revisi¢ en el moment
de redactar aquesta tesi), en aquest treball s’han aplicat els criteris més recents
corresponents a la ICHD-IIR (taula 6) per a la classificacio dels pacients amb MC i els
criteris estandard per MO i MA de la ICHD-II (explicats al capitol anterior) i que hem
considerat com a migranya episodica (ME) per tal de classificar pacients en funcié de la
freqiiencia de migranyes. També es van tenir en compte la suggeréncia de Bigal i Lipton
sobre la EBF i la EAB, aplicant aquest criteri per subdividir la ME i estudiar el subgrup de

pacients episodics més susceptible a convertir-se en cronic.
2.1.2. Comorbilitats

Algunes malalties comorbides a la migranya sén especialment freqiients entre MC.

L’estudi Americd de la Prevalenca i Prevencié de la Migranya (AMPP), un estudi
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poblacional porspectiu i longitudinal, va estudiar el perfil sociodemografic de pacients
amb ME i MC aixi com la prevalenca de malalties comorbides, segons criteris [CHD-II
(Lipton et al., 2007). La taula 7 compara les dades observades en aquest estudi, incloent

655 MC i 11.249 ME en el darrer seguiment efectuat al 2005.

Taula 7. Prevalenca de malalties comorbides a ME i MC a Uestudi AMPP (revisat per Pozo-Rosich, 2012).

en ) en MO (%) evalos
Arrriris 212 33,6 <(,001
Dolor erdnic 15,1 35 <0,001
Ansictat 188 30,2 <(0,001
Depressia 17,2 50,2 <0,001
Trastorn ]'—ian'Lr 1.8 4.6 0,024
Ohbesitar (IMC>30) 210 25,5 0,020
Trastorns circularoris 114 17,3 <0,001
Malalties cardiaques 6,3 9.6 0,012
Hipertensio 278 33.7 0,021
lctus 2.2 40 0,019
Allérgics 50,7 59.9 =0,001
Asma 17.2 144 <0001
Bronguiris cronica 4.3 9.2 <0,001
Enfisema/EPOC’ 2.6 4.9 0,005
Sinusitis 3.0 45,1 <0,001

"EPOC: malaltia }mlmunur obstructiva cronica

L'elevada quantitat de malalties comorbides a la MC, suggereix que aquests pacients
tenen tendéncia a patir més malalties que sovint son de caracter cronic. Si existeix un

patrd geneétic que confereixi susceptibilitat o no és tema d’estudi en 'actualitat.
2.2. Epidemiologia
2.2.1. Prevalenca

Els estudis que estimen la prevalenca de MC aporten resultats molt variables que
depenen en gran part del criteri de MC utilitzat. Globalment, s’estima que és
aproximadament d'un 2% (Natoli et al., 2010). A Espanya, on I'estudi PALM (Matias-
Guiu, 2011) havia identificat una prevalenca del 12,8% de migranya, la prevalenca de MT
segons criteris de Silberstein i Lipton va ser estimada en un 2,4% (la meitat dels pacients

que s’havien classificat com a cefalea cronica diaria).

La prevalenca de MC entre homes i dones no és homogenia. En dones s’ha estimat que és
entre 2,5 i 6,5 vegades major que en homes. Aixi, la prevalenca en dones esta entre 1,7 i
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4%, segons l'estudi, mentre que en homes esta al voltant de 0,6 i 0,7% (Natoli et al.,

2010). L'estudi AMPP (Lipton et al., 2007) també va indicar que els pacients amb MC

tenien una mitjana d’edat superior a ME, major index de massa corporal (IMC) i nivell

socio-economic i cultural inferior.
2.2.1. Impacte socioecondmic

Segons dades de I'estudi AMPP, els pacients amb MC perden de promig 4,6 hores de
feina al mes a causa de la migranya, respecte 1,1 hores en els que tenen <3 dies/mes de
migranya. El grup format per aquells pacients que tenen entre 10 i 14 dies de dolor al
mes, els que podriem considerar EAF (Bigal i Lipton, 2008), representaven un 9,1% dels
migranyosos contractats i generaven un 35% del total del temps laboral perdut (revisat
per Pozo-Rosich, 2012). El cost mitja derivat de la MC a Estats Units s’ha quantificat com
el triple del derivat per la ME. Per tant, mentre que la ME ocasiona majoritariament un
cost economic indirecte pels dies d’abséncia laboral, la MC a més ocasiona cost directe

derivats de 'augment en el consum de recursos sanitaris.

A Espanya, el cost anual derivat de la migranya s’ha estimat en uns 1.800 milions d’euros,

pero no hi ha estudis que quantifiquin el cost real directament relacionat amb la MC.
2.2.2. Impacte i qualitat de vida

La migranya és, per ella mateixa, una malaltia incapacitant. Quan aquesta augmenta la
seva frequiéncia i es converteix en MC, les conseqiiencies que té sobre la qualitat de vida
de les persones que la pateixen augmenten considerablement. Les dades de 'estudi AMPP
(Lipton et al., 2007) revel-laren que els pacients amb MC tenien en menor proporcid
feina a jornada completa (37,8% en MC i 52,3% en ME), que faltaven significativament

més a la feina que els ME i que perdien més activitats familiars i socials.

Un altre estudi espanyol va analitzar la qualitat de vida mitjancant 'escala de salut general
SE-36v.2. En aquest cas es van utilitzar els criteris de MT, i es va trobar que presentaven
diferéncies en aquells aspectes del qiiestionari relacionats amb salut general, vitalitat i
salut mental. Aquest estudi va concloure que el caracter cronic de la MT afectava més a la

qualitat de vida que el propi dolor (Guitera et al., 2002).
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Més recentment, un estudi va avaluar I'impacte de la ME respecte la MC i la discapacitat

que produien mitjancant el qiiestionari HIT-6 i I'escala MIDAS (descrits a 1.2.3, pagina
10). Es van incloure 2.049 pacients, dels quals es va diagnosticar MC en un 6,4%, ME en
un 42,1% i el 51,1% va ser considerat lliure de migranya. Els resultats de HIT-6 es van
correlacionar amb els de I'escala MIDAS de discapacitat, la intensitat de la cefalea i els
dies de cefalea/mes. Van demostrar que la MC té un impacte més gran en la vida del
pacient que la ME i la utilitat de HIT-6 per discriminar 'impacte entre ME i MC. (Yang
etal., 2011).

No obstant aixo, I'estudi internacional més gran dut a terme per mesurar la discapacitat i
la qualitat de vida dels migranyosos és el International Burden of Migraine Study (IBMS)
(Blumenfeld et al., 2011), en el que finalment es van obtenir dades de 8.726 persones, de
les quals un 5,7% (n=499) es van classificar com a MC i el 94,3% (n=8.227) com a ME.
Aquest estudi també va detectar que els MC tenien més discapacitat, menor qualitat de
vida, més ansietat i depressio i més dies de perdua de productivitat laboral. La figura 4
mostra el nivell de discapacitat MIDAS (severitat progressiva de I a IV-B) segons la

frequiencia de dies de migranya al mes en aquest mateix estudi (revisat per Pozo-Rosich,

2012).

Episodics Cronics
(n=7.812) {n=4639)
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Figura 4. Discapacitat MIDAS segons dies de migranya al mes a Uestudi de Blumenfeld et al, 2011.
(Traduit de Pozo-Rosich, 2012)
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2.3. Procés de cronificaciod

La transformacié de ME a MC és un procés gradual que es pot entendre com a un dels
tres tipus d’evolucié natural: remissio, persisténcia i progressio (Bigal i Lipton, 2008).
S’entén com a remissié quan el pacient evoluciona cap a un periode de temps lliure de
. . . N . \ . ’ ) 1

simptomatologia, mentre que la persisténcia fa referéncia a un periode d’estabilitat

clinica relativa, sense que hi hagi indicis de progressio.

La progressié com a tal es pot subdividir, a la vegada, en: progressi6 clinica (augment de
la freqiiencia), progressi6 funcional (canvis funcionals en la substancia gris
periaqueductal) i progressié anatdmica  quan apareixen lesions al cervell i/o

hiperintensitats en la substancia blanca (revisat per Pozo-Rosich, 2012).

Les manifestacions cliniques també evolucionen durant la progressio. Les crisis
migranyoses poden ser més freqiients i prolongades perd menys intenses, amb més
localitzacié bilateral o cervical i amb menor associacio a fotofobia, fonofobia, nausees o
vomits. En canvi, altres simptomes acompanyants poden augmentar la seva freqiiéncia
(palidesa, sequedat de boca, anoréxia i/o simptomes autonomics (Guerrero-Peral, 2012).
Un mateix pacient pot presentar molta variabilitat entre atacs. En els pacients que
progressen a MC, a més, és freqiient que alguns signes clinics persisteixin durant els
periodes interictals, com ara: susceptibilitat ambiental, fotofobia, fonofobia, dolor amb
moviments cefalics i, molt tipicament, al-lodinia®, que suggereix una sensibilitzacio
cronica de les neurones del sistema trigeminal. A més, sovint existeix un dolor residual en
el periode interictal que respon a triptans, per tant, amb un determinat component de

caire migranyos.
2.3.1. Progressio clinica i factors de risc associats

La progressio clinica fa referéncia a 'augment de la freqiiencia, que pot conduir a MC.
Bigal i Lipton (Bigal i Lipton, 2008) van conceptualitzar aquesta progressié assumint un

dinamisme bidireccional entre estats de no migranya, EBF, EAF i MC (veure figura 5).

¢ Dolor produit per un estimul que habitualment no estimula els nociceptors (definicié Termcat). Aquest
simptoma, descrit habitualment en ME durant els atacs, es presenta en el 70% de pacients amb MC durant
el periode interictal (Guerrero-Peral, 2012).
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En cada transicié poden existir factors de risc que influencien i promouen la progressid

de la malaltia, alguns de naturalesa biologica i d’altres ambientals. Tipicament, van
classificar els factors de risc entre aquells considerats com a no-modificables (edat, sexe,
raca, factors genétics i sociodemografics) i modificables (freqiiencia d’atacs, obesitat, abus
de medicaments, estrés, consum de cafeina, apnees, altres trastorns associats a dolor). Hi
ha d’altres factors, pero, que no es poden classificar en cap dels grups anteriors, com ara

'al-lodinia i determinats estats proinflamatoris i protrombotics.

No EBF — EAF )

migranya [ (09 dies/mes) ] (10-14 dies/mes) #—| M

Figura 5. Conceptualitzacié de la transicié a MC.Bdaptacié de Bigal i Lipton, 2008.
EBF, migranya episodica de baixa freqiiéencia; EAF, migranya episodica d’alta freqiiéncia; MC, migranya cronica.

En la progressié de EBF a EAF i/o CM, es creu que els factors de risc modificables més
rellevants son:

* Freqiiencia d’atacs: S’ha observat que el risc de CM augmenta de forma no-linear

a partir de 3 episodis al mes, i aquest risc augmenta exponencialment a mida que

augmenta el nombre basal d’episodis de migranya mensuals.

Obesitat (IMC >30): La prevalenca de MC augmenta de 0,9% en persones amb

IMC normal fins 2,5% en persones amb obesitat severa.

Abus de medicacié simptomatica: malgrat que hi ha controvérsia entre si
I'augment del consum elevat d’analgesics és causa o conseqiiéncia de la progressio
de la malaltia, es considera un factor de risc.

* Consum excessiu de cafeina: la cafeina s’ha associat a millora en la cefalea cronica

diaria en alguns estudis, perd el consum elevat pot contribuir també a la

progressio de la malaltia.

Apnees obstructives: S’ha documentat aquesta associacié malgrat que el
mecanisme pel qual es relacionen no es coneix amb precisio. Es creu que té
relaci6 amb les fluctuacions de pressi¢ intracraneal i arterial en persones

susceptibles a dolor, hipoxia, hipercapnia i trastorns de la son.
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* Comorbilitats psiquiatriques i estrés: alguns estudis han determinat més

preséncia d’ansietat i depressi6 en CM que en altres cefalees croniques. Es
consideren també factors de risc independents algunes situacions vitals que

generen estrés, com ara divorcis, separacions, mudances, canvis laborals, etc.
2.3.2. Progressio funcional i factors de risc associats

El concepte de progressié funcional o fisiologica fa referéncia a la sensibilitzacio de
neurones sensorials de segon nivell que tenen el soma al nucli trigemin i a I'al-lodinia

cutanea (AC) que té com a conseqiiéncia.

Els estudis basats en series cliniques van determinar que 2/3 dels migranyosos
desenvolupaven AC durant I'atac de migranya. Un estudi poblacional va determinar que
era relativament més freqiient a MC (68,3%) que a ME (63,2%), pero cap altre estudi ha
pogut corroborar aquestes dades, el que suggereix que la progressié funcional esta

associada a la progressié clinica.

No es coneix en profunditat la relacio entre l'allodinia i la frequiéncia d’atacs.
S’hipotetitza que I'activacié repetida del sistema trigéminovascular pot conduir a
I'activacié repetitiva de les vies nociceptives. El desenvolupament d’al-lodinia es veu
influenciat també per factors de risc modificables i no-modificables. Entre els no-
modificables trobem el sexe masculi, la raca Africana-Americana i baix nivell
sociocultural. Alguns dels factors de risc modificables son I'elevada freqiiencia d’atacs,

I'elevada intensitat de dolor i elevada discapacitat per la migranya (revisat per Bigal i

Lipton, 2008).
2.3.3. Progressio anatdomica i factors de risc associats

Alguns estudis han relacionat el nombre de lesions al cervell (petites hiperintensitats en la
substancia blanca profunda) i d’ictus amb la MA, que suggereix que aquestes lesions
podrien ser conseqiiencia de multiples atacs de MA (Kruit et al., 2005). Per tant, els
factors de risc associats a aquest tipus de lesions observades estan relacionats amb
mecanismes implicats en l'aura i, en conseqiiéncia, estarien associats a progressio

anatomica. Concretament, la DCP podria donar lloc a canvis en la perfusio que podrien
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produir petites zones d’isquémia focal que expliquessin aquesta relacié amb els ictus i les

lesions cerebrals.

Els estudis de neuroimatge també han evidenciat una associacié entre 'acumulament de
ferro en multiples nuclis profunds del cervell i els atacs repetits de migranya (Kruit et al.,
2009; Welch et al., 2001). Kruit et al van observar un increment de ferro en el putamen,
el globus pal'lid i el nucli vermell en migranyosos de menys de 50 anys. En l'estudi de
Welch les alteracions es localitzaven en la PAG. En tots dos estudis s’associacio era
positiva respecte al temps d’evolucié de la malaltia (anys amb migranya) i 'acamul de
ferro a nuclis relacionats amb el processament del dolor. Es creu que l'origen d’aquests
diposits de ferro és I'alteracié de 'homeostasi del ferro a conseqiiencia de la produccié de
radicals lliures produits per la hiperoxia en I'atac de migranya. Cal considerar, doncs, la
possibilitat que els nuclis implicats en les vies de senyalitzacio del dolor siguin

disfuncionals i donin lloc a la cronificacié del dolor.

Mitjancant técniques de morfometria, s’ha estudiat també si es produien canvis en la
PAG entre pacients amb ME i MC (Valfre et al., 2008). Els autors van trobar una
reduccio de substancia gris en ME i MC respecte controls en diferents regions de les via
nociceptiva, perd selectivament els MC presentaven reduccio en el cingle anterior que

correlacionava inversament amb la freqtiéncia de migranya.

Altres factors biologics poden afavorir també la progressié anatomica. S’han trobat
associacions entre MA i hiperlipidémia i hipertensio. A més, en aquest cas, un
polimorfisme genetic (C677T) en el gen MTHFR s’associa a elevats nivells
d’homocisteina, que s’associa a la seva vegada amb risc d’ictus. Aquest polimorfisme esta

sobreexpressat en migranya, tot i que en aquest cas no amb MA (Schiirks, 2010).

Totes aquestes evidéncies suggereixen que en la MC el sistema nociceptiu pateix
alteracions. Els estudis de models experimentals proposen una disfuncié en la modulacio
del sistema descendent de dolor que, en la ME, seria capac d’activar-se i frenar 'activitat
desencadenada per 'atac de migranaya. Les malalties comorbides i els factors de risc
facilitarien el sistema aportant susceptibilitat a l'individu. Aixo, sumat a un bagatge
genétic determinat que augmenti la susceptibilitat individual, explicaria per que alguns

individus progressen a MC i altres no.
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2.4. Tractament simptomatic i profilaxi

El tractament de la MC no és senzill, ja que a més de tractar els episodis aguts de crisi de
migranya, cal tractar els possibles factors desencadenants de la MC. Cal investigar la
preséncia de comorbilitats que poden requerir un tractament addicional, com és el cas de

I'ansietat, depressio i altres trastorns psiquiatrics o de la personalitat.

El tractament de les crisis de migranya, en abséncia d’abus de medicaments, s’acostuma a
indicar seguint les mateixes pautes que en la ME (revisat a 1.5.1. perd recomanant
especialment no sobrepassar el consum d’analgésics mensual per tal de no experimentar

un empitjorament a causa de 'abus de medicaments.

A causa del caracter cronic de la MC, pero, es fa necessari instaurar un tractament
preventiu, especialment quan el pacient no compleix criteris d’abus de medicacio, on la
retirada absoluta del tractament simptomatic seria considerat I'tinic tractament possible.
Fins a 'actualitat, només dos tractaments han aconseguit mostrar eficacia profilactica en
la MC. Un és 'antiepileptic topiramat, que ha mostrat eficacia amb dosis de 100 mg/dia
tot i que sense grans diferéncies respecte el propanolol a 160mg/dia (revisat per Ferrari et
al., 2011). L’altre, de recent aprovacio, és la injeccio de toxina botulinica tipus A que ha
mostrat una certa eficacia en la reduccié dels simptomes, la discapacitat i la qualitat de
vida, segons dades de I'estudi PREEMPT (revisat per Frampton, 2012). El mecanisme
d’acci6 pel qual exerceix efecte analgesic és encara forca desconegut, perod es creu que esta

relacionat amb els mecanismes de sensibilitzacio central i periférica.

En la MC, a més, les recomanacions sobre un estil de vida amb horaris regulars,
saludables i realitzar activitat fisica moderada tenen també improtancia per aconseguir,

juntament amb el tractament farmacologic, la reduccié de dies amb migranya.
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1.3. L’estudi del genoma huma

3.1. Perspectiva historica

“We wish to suggest a structure for the salt of dexorybose nucleic acid (DNA).

This structure has novel features which are of considerable biological interest.”

Watson, ].D, Crick, F.H. Nature 1953a;171:737-8

Amb aquestes paraules comenca l'article més curt pero revelador de la historia de la
geneética. James Watson i Francis Crick van plantejar una estructura en doble helix del
DNA que van compartir amb la comunitat cientifica el 25 d’abril de 1953, 84 anys
després que Friedrich Miescher aillara per primera vegada aquesta molécula. El seu model
va ser confirmat mesos després per altres estudis que la revista Nature va publicar pocs
mesos després en una série de 5 articles (Watson i Crick, 1953b). Aquest descobriment va
suposar per a Watson i Crick 'obtencié del Premi Nobel en Fisiologia i Medicina 'any

1962, pero sobretot va establir les bases per desxifrar el codi genétic.

L’existéncia de caracters hereditaris, pero, ja es coneixia des de feia un segle. S’havia
observat que la descendéncia sovint presenta caracteristiques (trets fenotipics) molt més
similars als seus progenitors que a la resta d’individus de la poblacié general. Charles
Darwin havia introduit la idea d’heréncia en la seva formulacio dels conceptes “selecciod
natural” i “evolucio” (Darwin, 1859). Pero qui és considerat el “pare de la Geneética” és
Gregor Johann Mendel, qui va demostrar amb els seus estudis amb la planta del pesol
que els patrons d’heréncia s’ajustaven a unes regles matematiques, establint el que ara
coneixem com “lleis de Mendel” (Mendel, 1866). Pocs anys després, Galton ja havia
identificat la utilitat dels bessons per fer estudis geneétics i al 1902 Garrod va identificar la

primera malaltia humana amb un patré d’heréncia mendeliana, I'alcaptonuria (Garrod,

1902).

Els avencos de la genética després del descobriment de I'estructura del DNA es succeiren

a gran velocitat. La primera seqiiéncia génica va ser descrita al 1972 (Min Jou et al., 1972)
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i el primer genoma complet mitjancant el metode de seqiienciacié de Sanger’,

corresponent al bacteriofag Phi-X174, al 1977 (Sanger et al., 1977). La sequienciacio, pero,
era lenta i costosa fins que al 1983 la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) va

permetre amplificar DNA d’una forma molt més rapida i senzilla qualsevol fragment de

DNA.

Des d’aleshores, l'estudi del genoma ha avancat rapidament propulsat per l'avenc
tecnologic. La primera década del segle XXI va marcar un abans i un després en la historia
de la geneética i I'estudi de les malalties hereditaries amb projectes de gran envergadura
com el Projecte Genoma Huma (Lander et al., 2001; Venter et al; 2001), que va desxifrar
el primer genoma huma complet i el projecte

internacional HapMap (The International HapMap o |

Consortium, 2005), que va seqlenciar diferents

genomes per elaborar un mapa d’haplotips del = 4
HUMAN 7

genoma huma que permetés estudiar les similituds — ciEsEm!

i diferéncies genétiques entre individus.

Figura 6. Portades Science i Nature, PGH (2001)

www.lifesciencesfoundation.org

" Metode de seqiienciacio desenvolupat per Frederick Sanger al 1975 basat en el principi de replicacié del
DNA. El DNA aillat i clonat és desnaturalitzat per tal d’utilitzar una Unica cadena motlle per a la
seqiienciacio. La base de la técnica és I'as de dideoxinucleotids, nucléotids sense el grup hidroxil del 3r
carboni. Quan aquests s’incoren a una cadena de DNA en creixement, la replicacié s’atura ja que no hi ha
el 3’OH que la DNA polimerasa necessita per continuar elongant. El DNA motlle, la DNA polimerasa i un
encebador per iniciar la reaccid es posen en 4 tubs, cadascun amb una petita proporcié d'un dels 4
dideoxinucleotids (ddATP, ddTTP, ddGTP i ddCTP) i els altres nucleotids. A cada tub s’hi produeixen
fragments de diferent longitud, aturats alla on s’incorpora el dideoxinucleotid. Mitjancant electroforesi
s’obté un patré de bandes ordenades a partir del qual es pot deduir la seqiiencia del DNA motlle.
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3.2. Genoma i variaci6 génica

El genoma huma té aproximadament tres bilions de parells de nucleotids dividits en 22
parelles de cromosomes autosomics i 1 parella de cromosomes sexuals (XY en els homes i
XX en les dones) que resideixen en el nucli cel'lular. La dotacié geneética és diploide, de
manera que un joc de cromosomes autosomics s hereta del progenitor matern amb un
cromosoma X i l'altre del progenitor patern junt amb un cromosoma X o Y. El conjunt
complet de cromosomes d’un individu es coneix com a cariotip. Els mitocondris, a més,
contenen DNA mitocondrial (mtDNA) heretat per via materna conjuntament amb els

cromosomes d’origen matern. El mtDNA és molt petit, comparativament, amb entre

15.000 i 17.000 bases.

Cada cromosoma esta format per una llarga molécula de DNA i un conjunt de proteines
associades, les histones, que empaqueten i organitzen el DNA dins del nucli. EIl DNA esta
format per dues cadenes complementaries que formen una doble helix, a 'interior de la
qual trobem parelles formades per 4 tipus de bases nitrogenades: adenina (A), citosina
(C), guanina (G) i timina (T). La configuracié més eficient energéticament s’aconsegueix
mitjancant un doble enlla¢ entre A i T, i un triple enlla¢ entre C i G. (Watson i Crick,

1953a).

Malgrat que la distancia filogenética entre I'ésser huma i altres espécies es pot considerar
petita en alguns casos, en la propia espécie humana no hi ha dos individus genéticament
ideéntics, ni tan sols els bessons monozigotics ho sén a causa de I'aparicié de mutacions
puntuals al llarg de la vida. La seqiiencia completa de dos genomes humans es diferencia
en un 0,1%, és a dir, 1 canvi per cada 1.000 bases (The International Hapmap
Consortium, 2005). La mutacié és la principal font de variacio genética. Tot i aixi, podem
trobar diferents maneres de classificar les fonts de variabilitat segons si el que es modifica
és la sequiencia del DNA (insercions, delecions, canvis d’'una base) o l'ordre en la
seqiiencia (translocacions, inversions). A més, la variacions genétiques que es poden
trobar al genoma es poden classificar també en funcié de la mida de la regi¢ que afecten,
de manera que poden ser grans i complexes, com en el cas de reordenacions
cromosomiques en el cariotip, o canvis petits reduits a la minima expressio, com els
canvis d’'una Unica base. A continuacio es descriuen els diferents tipus d’alteracions que
poden produir variacions en el genoma huma, dividides segons criteris de grandaria.
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3.2.1. Polimorfismes d’un tnic nucleotid (SNP)

Un polimorfisme implica I'existéncia de més d’una variant allelica per un locus
determinat. Els SNP son canvis que afecten un unic nucleotid en una parella de bases
(pb) i és la variacid més freqiient en el genoma huma. Com a exemple, per un SNP A/C
trobarem individus que tinguin una parella A-T en aquell locus i d’altres, amb una parella
C-G. Es parla de variants comunes quan la freqtiéncia és superior al 5% en la poblaci¢ i

de variants rares quan la freqiiencia és inferior al 0,5%.

S’estima que hi ha uns 10 milions de SNP amb una freqiiencia igual o superior a '1% en
la poblacié (un per cada 300 bases) i aproximadament un 1% es creu que tenen
rellevancia funcional (The International HapMap Consortium, 2005). S’estima que els

SNP comuns sén responsables del 90% de tota la variacié del genoma.

A vegades un SNP és representatiu d’'una regiv del genoma que té un desequilibri de
lligament® elevat. Aquests SNP, coneguts com a tagSNP, permeten identificar variacions
genétiques en una regid cromosomica sense haver de genotipar tots els SNP que conté
aquella regio. Son molt utils en estudis d’associacié de SNP a tot el genoma, que poden
genotipar fins a 1 milié de SNP repartits per tot el genoma. En aquesta tesi, |'estudi
principal es basa en I'associacié de SNP amb la migranya cronica, i una part dels SNP

estudiats corresponen a tagSNP de gens rellevants en la fisiopatologia de la malaltia.
3.2.2. Insercions/delecions

Les insercions i delecions sén canvis en la longitud de la seqtiéncia a causa de 1'addicio o
eliminacié d’'un o més parells de bases. Ates que la pauta de lectura en la traducci6 és de
3 bases, els canvis en els quals el nombre de bases implicades no és multiple de 3,
corrompen la pauta de lectura i produeixen sovint importants canvis en la proteina o una
proteina truncada. Tradicionalment, es coneixen com a indels els canvis per insercié o

delecié que afecten menys de 57 1pb.

® Propietat d’alguns loci (posicions fixes en un cromosoma) de no segregar de forma independent, amb una
taxa de recombinaci6 inferior al 50%. Normalment és a causa de que els loci implicats es troben en el
mateix cromosoma, de manera que la transferéncia per separat a la descendéncia és impossible amb la
separaci6 dels cromosomes en 'anafase.
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3.2.3. Seqiiencies repetides

Les sequiéncies repetides son fragments de DNA que s’han anat copiant al llarg del
genoma gracies als transposons, seqiiéncies de DNA que poden canviar de posicié en el
genoma i donen lloc a noves mutacions o en reverteixen d’altres i que afecten la mida del
genoma. Historicament, aquest DNA repetit i copiat en algun lloc del genoma, s’ha
considerat “DNA brossa” ja que no afecta la traduccio proteica, perd des del punt de vista
evolutiu es pot considerar una causa de formacié de nous gens per recombinacié amb la

seqiiencia preexistent (Lander et al., 2001).
Podem distingir diferents tipus de seqiiéncies repetides segons el seu origen:

* Les repeticions intercalades o derivades de transposons sén petits fragments de
seqiiencia que codifica per algunes proteines necessaries perqué el DNA torni al
nucli després de la traduccio i que es troben inserides arbitrariament a diferents

llocs del genoma. Comprenen un 45% de la seqiiencia del genoma huma.

* Les repeticions simples de seqiiéncia son un tipus de repeticio en el qual un o
més nucleotids es repeteixen un determinat nombre de vegades. Quan el nombre
de repeticions supera un llindar, poden causar malalties, com ¢és el cas de la corea
de Huntington (Walker, 2007) i d’algunes ataxies espinocerebel-lars (Orr et al.,
1993). Aquest tipus de repeticions es subdivideixen segons la longitud del
fragment repetit: DNA satel-lit (>500 bases); minisatel-lits (14-500 bases) i

microsatel-lits (1-13 bases).

* Duplicacions segmentals son fragments d’entre 1-200 kb que es transfereixen en
massa d’una localitzacié a una altra del genoma (intra o intercromosomica).
També es poden associar a algunes sindromes, especialment quan les duplicacions

segmentals estan properes entre elles.

* Les variacions en el nombre de copies (CNV) son un tipus especial de repeticid
de sequiéncia, sovint <1kb de longitud, que s’han fet populars darrerament ja que
existeixen plataformes capaces d’analitzar les CNV de tot un genoma. Les CNV
poden fer que un individu tingui diverses copies d’'un gen o d’una regié génica. El

nombre de copies varia entre 0 i 6. Quan la variacié produeix pérdua d’una copia
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del gen, I'efecte acostuma a ser considerable i produeix fenotips severs, com en el

cas del retard mental (Webber et al, 2009). En canvi, no es coneix amb precisio la
rellevancia biologica de tenir un excés en el nombre de copies. Es coneix que
molts CNV contenen tagSNP, de manera que els estudis d’associacio de SNP han
cobert aquestes zones sense identificar variants amb grans efectes, fet que
suggereix que potser no tenen un paper important en les malalties comunes.

S’estan estudiant amb grans expectatives els CNV que siguin variants rares

(Walters et al., 2010).
3.2.4. Anomalies cromosOmiques

Les anomalies cromosomiques son canvis majors en lestructura cromosomica que
impliquen milions de bases. Es poden classificar en 5 subtipus segons el tipus de canvi: les
delecions i duplicacions, que poden tenir conseqiiéncies importants per la supervivéncia
de l'individu; les inversions, que consisteixen en la rotacié d’un fragment de DNA que
sovint no afecta la longitud de la seqiiéncia ni té conseqiiencies patologiques i les
insercions i translocacions, que impliquen fragments cromosdmics que son inserits o
intercanviats entre cromosomes i que poden ser asimptomatics, tot i que son freqlients en

alguns cancers.

3.3. Estratégies per estudiar la implicacio genética en les malalties humanes
3.3.1. Estudis de bessons

Els estudis de bessons acostumen a ser un punt de partida per investigar les causes
genétiques d’'una malaltia, ja que permeten estimar la contribucio relativa dels factors
ambientals i genétics. Els bessons monozigotics (MZ) comparteixen practicament el 100%
del seu genoma mentre que els dizigotics (DZ) només el 50% (com qualsevol parella de
germans). A més, els bessons habitualment comparteixen molts aspectes ambientals
(ambient uteri, estil de crianca, entorn sociocultural, ...). Per aquest motiu, la discordanca
entre bessons MZ proporciona informaci¢ interessant sobre els factors ambientals. Els
estudis comparatius entre MZ i DZ permeten calcular la contribucio de la carrega genética

i estimar-ne I'heretabilitat, que és la proporcio de la variacio fenotipica atribuible a la
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variacié geneética. Els estudis amb bessons han demostrat que bona part dels trets

fenotipics d’un individu sén influenciats per les diferéncies genétiques, en major o menor
grau segons el cas. A més, la influéncia genética pot ser complexa, ja que un mateix tret

pot estar afectat per diferents gens. Es el cas de les malalties complexes.
3.3.2. Analisi de lligament en families

Els estudis de lligament tenen com a objectiu localitzar els loci on es troben els gens de
predisposicio a una malaltia o fenotip determinat i condueixen a la identificacio de
regions cromosomiques associades a una malaltia. Existeixen dos tipus d’analisi de
lligament: el parameétric, que s’aplica a malalties monogéniques, i el no parameétric, que

s’aplica a malalties complexes (Dawn i Barrett, 2005).

El lligament paramétric consisteix en I'analisi de la co-segregacio de marcadors geneétics i
del fenotip d’interes al llarg de diverses generacions d’un pedigri. L’heréncia conjunta de
dos loci depen de la distancia que hi ha entre ells, ja que en augmentar la distancia
augmenta la probabilitat de recombinacié meiotica. EI LOD score és la mesura que
s utilitza per determinar si hi ha o no lligament (per sobre de 3 en el primer cas i per sota
de -2 en el segon) i s’obté a partir d’'una funcié on intervé la probabilitat de recombinacio
meiotica entre dos loci, el marcador i el causant del fenotip. Els marcadors més utilizats

habitualment son els microsatél-lits.

El lligament no parametric s’utilitza en I'estudi de malalties complexes o multifactorials,
on no hi ha un model d’heréncia clar. En aquests estudis convé distingir entre els
conceptes IBD i IBS. Dos al‘lels situats en un mateix locus son identics per descendéncia
(IBD) quan han estat heretats d’'un mateix ancestre, per tant, son copies del mateix al-lel
parental. En canvi, dos al-lels d'un mateix locus son idéntics per estat (IBS) quan, malgrat

ser iguals, es desconeix si la procedencia és del mateix ancestre.

El lligament no paramétric es basa en el fet que individus afectes emparentats
comparteixen més haplotips IBD en la regio génica causant de la malaltia del que seria
esperable que compartissin per atzar. Aquest tipus d’estudi es pot fer amb parelles de

germans afectes o amb grups de major parentiu.
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3.3.3. Estudis d’associacio de gens candidats

Una altra aproximacié a l'estudi genétic de les malalties complexes sén els estudis
d’associacio, que pretenen detectar associacié entre un o més marcadors geneétics,
seleccionats a partir d’'una determinada hipotesi, i un tret quantitatiu o qualitatiu del
fenotip mitjancant métodes estadistics. En funcio de la mostra d’individus utilitzada es
poden realitzar estudis d’associacié familiars o de poblacié no emparentada, entre els
quals el més habitual son els estudis cas-control. En els estudis cas-control s’analitzen
individus afectes (casos) i no afectes (controls) aparellats per edat i sexe i es valora

estadisticament si hi ha diferéncies en la distribucio d’un al-lel o genotip en els dos grups

d’individus (Cordell i Clayton, 2005).

En els estudis d’associacié de gens candidats intervenen diferents variables que cal tenir
presents en el disseny experimental: mostra (mida, homogeneitat, caracteristiques de la
poblacio), fenotip a estudiar (tret qualitatiu o quantitatiu), regié cromosomica que es vol
estudiar, marcadors seleccionats (generalment SNP) i metodes estadistics, que depenen

principalment del tipus de fenotip amb el que es busca I'associacio.

Aquest tipus d’estudis han estat molt freqiients durant les darreres décades perd sovint
han donat resultats contradictoris degut a multiples factors condicionants: mostra no
homogenia i no fenotipada correctament, manca de poténcia estadistica, multiplicitat de
tests realitzats ¢ la seleccio no acurada dels marcadors genétics. A més, cal tenir en
compte que aquests estudis es basen en una hipotesi inicial per la qual es seleccionen els
gens candidats a estudiar i els SNP escollits per a ésser genotipats. Sovint la regio
cromosomica que cobreix la seleccio de SNP és petita, ja que les regions intergéniques no
s’acostumen a genotipar, i encara que es trobi una associacié entre marcador i fenotip

aquesta pot ser deguda a modificadors llunyans que es troben fora de la regio estudiada.

Les inconsisténcies entre els resultats, pero, també poden ser degudes a diferéncies
biologiques reals, ja que la complexa etiologia de les malalties multifactorials inclou
fenomens d’epistasi, interaccions entre gens i ambient i diferéncies en els patrons de
desequilibri de lligament poblacionals que poden influenciar el resultat de lestudi

d’associacié.
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3.3.4. Estudis d’associacioé de tot el genoma (GWAS)

Els genome wide association studies (GWAS) son estudis d’associacio similars als anteriors,
amb un grup d’individus afectats i un grup de controls pero amb una diferéncia clau en el
disseny: son estudis lliures d’hipotesi respecte a la malatltia, ja que s’analitzen
practicament tots els gens del genoma mitjancant un panell de SNP. Es presuposa que
una malaltia comu tindra un component genétic format per variants freqiients. La no
necessitat d’'una hipotesi prévia fa que tot el genoma sigui susceptible de ser relacionat
amb la malaltia, per la qual cosa proposa com a candidates les variants al-leliques
freqiients presents entre I'1% i el 5% de la poblacio. Actualment, la tecnologia existent

permet testar un fins a 1 milio de SNP distribuits pel genoma.

Tot i que incialment es van considerar estudis molt prometedors, cal considerar que
tenen també les seves limitacions: les plataformes genétiques i els algoritmes que
s'utilitzen permeten analitzar SNP que son comuns a la poblacié amb una freqiiencia
superior al 1%, per tant les variants rares no es poden detectar mitjancant aquest tipus
d’estudis i requereixen elevades mides mostrals per a aconseguir una poteéncia estadistica
que permeti detectar veritables associacions. Les variants comunes confereixen canvis
molt petits en el risc relatiu de patir una malaltia i, per tant, contribueixen molt poc a
explicar I'heretabilitat de la malaltia. Aquests estudis, doncs, pressuposen que el canvi

fenotipic és a causa de I'efecte additiu de molts factors genétics de susceptibilitat.
3.3.5. Seqiienciacié d’exomes

Tradicionalment, quan un estudi de gen candidat mostrava associacié entre una regio
concreta del genoma i una malaltia, s’ampliava la recerca de les variants rares per re-
seqiienciacié d’algunes regions. L’elevat cost, pero, de la reseqiienciacié en un gran
nombre de mostres han contribuit a l'aparicio dels anomenats whole exome studies
estudis d’exomes. Sequienciar I'exoma significa seqiienciar totes les regions codificants del
genoma, i és una de les més novedoses estratégies per identificar variants rares o de baixa
frequiencia associades amb malalties. L'estudi d’exomes és una aproximacio prometedora
per detectar variants rares que poden tenir efectes majors que les variants comunes i
podria explicar una gran part de I'heretabilitat en les malalties complexes (Ng et al.,

2009). Els grans avencos en l'estudi del genoma de cada individu, ja sigui per exomes o
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GWAS, ens confirma la tendéncia cap a l'era de la medicina personalitzada. En els

darrers 5 anys han anat apareixent projectes per millorar la cobertura del genoma

mitjancant aquestes estratégies, com el GENCODE Exome Project (Coffey et al., 2011).
3.3.6. Estudis funcionals

En l'estudi de malalties complexes es poden distingir diferents tipus d’estudis funcionals:
els estudis funcionals genomics (en els quals s’analitza 'expressio de diversos gens o de
les proteines que codifiquen) i els estudis de validacié funcional d’un polimorfisme o
haplotip associat a una malaltia. Els estudis amb animals també es poden considerar

estudis funcionals.

Els estudis funcionals genomics serveixen per identificar quins gens s’expressen
(transcriptomica) o quines proteines es sintetitzen (protedomica d’expressié) en
determinades situacions fisiologiques i patologiques, oferint “candidats” per estudis
d’associacio. Cal tenir en compte, pero, que el patré d’expressio d’alguns gens és especific
de tipus cel‘lular, teixit o condici¢ fisiologica. A més, expressié diferencial d’'un gen en
condicions fisiologiques no implica que aquest sigui agent causal de la malaltia, siné que
es la diferencia pot respondre a l'existéncia de mecanismes compensatoris. Els estudis

transcriptomics es fan mitjancant microarrays.

Els estudis de validaci¢ funcional serveixen per determinar la funcionalitat d’una variant
nucleotidica. Per aixo cal analitzar el patré de desequilibri de lligament que manté
aquesta variant amb els polimorfismes adjacents i decidir quin polimorfisme del bloc
haplotipic és un candidat funcional. El tipus d’estudi de validacio funcional depen de
diferents factors, com la posicid que ocupa el polimorfisme en el gen o si implica un canvi
d’aminoacid. Els SNP que es troben en una regié reguladora es poden validar
funcionalment mitjancant estudis de retardament en gel o EMSA, estudis de gen reporter
o d’estabilitat del mRNA. Quan un SNP dona lloc a un canvi d’aminoacid, cal estudiar
I'estructura de la proteina que codifica, la seva localitzacié subcel-lular, I'activitat

enzimatica si codifica per un enzim 6 la interaccio entre proteines.

Tanmateix, convé recordar que existeixen altres mecanismes menys coneguts que poden
influenciar I'expressié de variants rares sense afectar directament la seqiiéncia genética,

com els mecanismes epigénetics de metilacio del DNA o remodelat de la cromatina.
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3.3.7. Models animals

La recerca amb models animals per identificar loci responsables de trastorns es basa en
I'assumpcié que els gens ortolegs humans participen de forma equivalent en la malaltia a
la qual s’associen. En les formes monogéniques es poden aconseguir models animals
mitjancant la manipulacid genética, introduint la mutacié6 o generant knock-outs que
expressin un fenotip equivalent al produit per la malaltia en humans. En les malalties
complexes, pero, sovint és dificil trobar un bon model animal, especialment quan no hi
ha marcadors detectables que siguin claus pel diagnostic i cal basar-se en el testimoni del

pacient per a classificar-lo fenotipicament, com és el cas de la migranya.
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Figura 7. Categories de wariacié genética basat en la freqiiéncia i la magnitud dels efectes. Les variants rares
acostumen a ser poc freqiients pero tenen un gran efecte, mentre que les més comunes tenen elevada freqiiéncia i efectes
discrets. S’han afegit els principals tipus d’estudi que es pot aplicar en cada cas per Uestudi dels diferents tipus de
variacions genétiques. Adaptat de Manolio et al., 2009.
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3.4. Aspectes metodologics

3.4.1. Malalties simples i complexes. Models d’heréncia.

Una manera de classificar les malalties géniques es basa en el model d’heréncia que
presenta. Quan una malaltia es transmet seguint les lleis de la genética Mendeliana es diu
que és una malaltia simple en la qual I'agent causal és una Unic gen o locus. Aquest tipus
de malalties genetiques és poc freqiient (<1/10.000). Es més freqiient, pero, el cas de
malalties simples o mendelianes que poden estar produides per més d’'1 gen. Es a dir,
existeixen diferents gens causals i tots poden produir la malaltia mitjancant un model
d’hereéncia simple. Aquest és el cas de la migranya hemiplegica familiar (FHM), en la qual
es coneixen 3 gens que poden desenvolupar la malaltia: CACNAIA (Ophoff et al., 1996),
ATP1A2 (De Fusco et al.,, 2003) i SCNIA (Dichgans et al., 2005). Es coneixen una
vintena de mutacions a CACNAIA i una trentena a SCNIA (de Vries et al., 2009), que

produeixen diferents fenotips migranyosos (Ducros et al., 2001).

A nivell practic, quan P'agent causal és nomes 1 gen, lestudi és molt més dirigit i conté
poques variables confusores, com la penetrancia incompleta (individus amb la mateixa
mutacid que no expressen fenotipicament el tret en questié) i el fenotip o simptomes
clinics en questio. Aquestes mutacions amb fenotips severs acostumen a tenir pressio

selectiva negativa evolutivament parlant, de manera que es mantenen com a variant rares.

En el cas de malalties hereditaries comunes, com la diabetis o la depressio, 'heretabilitat
) . . .

pot ser a causa de la suma d’algunes variants rares, a variants freqiients que tenen un

efecte petit 0 a una combinacié d’ambdues. En aquests casos on el patré d’heréncia no és

clar i intervenen multiples factors, es parla de malalties complexes.

Ja sigui en una malaltia simple o complexa, la manera com una mutacié o variant
determinada afecta el fenotip depén del model d’heréncia. Es parla d’heréencia dominant
quan 'efecte de la mutacio és fort i el fet de ser portador d’un al‘lel defectuds és suficient
per a causar la malaltia. En canvi, ’heréncia recessiva es basa en la necessitat de rebre
dues copies alterades per produir la malaltia. A més, podem distingir entre heréncia
autosomica (la mutacio resideix en un cromosoma autosomic), heréncia lligada al sexe
(quan la mutacio resideix al cromosoma X o a 'Y) i heréncia mitocondrial, quan el

caracter es troba en el mtDNA que s’hereta sempre per via materna.
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3.4.2. Fenotipatge i endofenotips

Els fenotips que s'utilitzen per comparar freqiiencies de variants genétiques poden
classificar-se en dos tipus: els trets dicotomics (qualitatius) i els trets quantitatius. En el
primer cas, el fenotip acostuma a ser una condicié binaria (malalt /sa, preséncia/abséncia
d’un determinat tret) que permet estimar odds ratio (OR) en un estudi cas-control. Pero a
vegades, resulta arbitrari utilitzar aquest tipus de variable qualitativa, ja que no sempre
existeix una diferéncia gran entre les dues categories, per exemple en el cas de la
migranya, on el propi criteri diagnostic considera fenotips moderats i severs com a “dolor
intens” i el “dolor lleu”, a la vegada, es pot confondre amb “no dolor”. Per tant, utilitzar
fenotips dicotomics inclou aspectes subjectius de la descripcié del fenotip que cal definir
de forma precisa per a garantir la qualitat de I'estudi d’associacio. Els trets quantitatius,
en canvi, son aquells que permeten assignar un valor numeéric a un fenotip (per exemple,
nivells de colesterol). El tractament estadistic d’aquest tipus de variables, pero, requereix
estratégies d’analisi més sofisticades i té també factors condicionants, com ara la

representativitat i precisi¢ de la mesura.

D’altra banda, en les malalties complexes, trobar una variant polimorfica clarament
associada a la malaltia és dificil i requereix mostres molt grans, ja que no podem
determinar quins fenotips sén a causa d’aquesta variant o a les altres variants que hi
intervenen. Per aquest motiu, alguns estudis han desenvolupat métodes per a millorar el

fenotipatge i maximitzar les opcions d’obtenir millors resultats, com P'analisi de classes

latents (LCA) (Nyholt et al., 2004) i els endofenotips (Paunio et al., 2004).

* El LCA és un metode estadistic que identifica subgrups de casos a partir de

variables cliniques multivariants de tipus categoric (Rindskopf i Rindskopf, 1986).

* L’estudi d’endofenotips, en canvi, es basa en estudiar fenotips intermediaris
assumint que, probablement, en molts casos estan controlats per menys factors de
susceptibilitat que el conjunt de malaltia (Bearden et al., 2004). El problema de

I'as d’endofenotips és que sovint es desconeix I'heretabilitat dels mateixos.
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L’alternativa en els estudis d’associacié passa per
centrar-se, doncs, en fenotips extrems (fenotip
sever, historia familiar positiva i inici preco¢ de la

malaltia). Quan es consideren només els valors

fregiiéncia de b vanalde

extrems de la distribucié d’una variable fenotipica ‘ h

varialile 1enoniguica

es pot convertir una mesura quantitativa en en

IenoEp EXIe T TENCTI P X0

una variable dicotomica. Figura 8. Concepte de fenotip extrem

(adaptacié de Kristiansson et al., 2008).

3.4.3. Altres consideracions metodologiques

En els estudis d’associacié genética intervenen moltes dades, fet que requereix I'aplicacio
de metodes de correccid estandards. En el cas dels GWAS, per exemple, es requereix
comprovar si es compleix equilibri Hardy-Weinberg” (Hardy, 1908), la frequiéncia de
'al-lel minoritari (MAF), la taxa d’exit del genotipatge, I'heterozigositat i el génere, aixi

com estratificacio de la poblacio.

3.5. Evolucio dels estudis geneétics

3.5.1. Projecte Genoma Huma

La base dels estudis genetics moderns prové de l'estudi del primer genoma huma complet
pel projecte Human Genome Project (HGP), que va compilar unas eqiéncia consens de
DNA a partir del DNA de dos homes i dues dones anonims. El primer esborrany va ser
comunicat al 2001 (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) pero el projecte no va ser

completat fins al 2004 (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).

° Principi aplicat a la genética de poblacions que estableix que les freqiiéncies genotipiques es mantenen en
equilibri sempre i quan no actui la seleccié natural ni cap altre factor i no es produeixi cap mutacié. Per un
locus amb al‘lels A i a, amb freqiiéncies al-leliques p i g respectivament, el principi de Hardy-Weinberg
prediu que la freqiiencia genotipica de Phomozigot dominant AA sera p% la de Iheterozigot Aa sera 2pq i la
de 'homozigot recessiu aa sera ¢°. Per tant, p*+2pq+q>=1.
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Aquest projecte va permetre calcular el nombe de gens en el genoma huma i va permetre

estandaritzar procediments per elaborar mapes genétics, establint les bases per les
aproximacions genomewide. A més, va estimar en un 1-2% la quantitat de seqiiéncia
codificant (la que pot ser traduida a proteina). Aquest projecte va ser el primer a proposar

una seqiiencia quasi completa del genoma d’un vertebrat.
3.5.2. El projecte internacional HapMap

El projecte HapMap va continuar aprofundint en I'estudi del genoma amb l'objectiu de
desenvolupar mapes d’haplotips (combinacio d'allels de diferents loci propers en el
cromosoma amb probabilitat de recombinaci® molt baixa) del genoma huma
seqiienciant un petit nombre d’individus de diferents poblacions del mon. Es van
representar incialment tres poblacions: els Caucasics (CEU, Central European in Utah),
Asiatics (CHB+JPT, Han Chinese in Beijing and Japanese in Tokyo) i Africans (YRI, Yorubans
in Nibadan, Nigeria). Es van utilitzar 30 trios formats pels dos progenitors i un descendent
de CEU i YRI, aixi com 45 CHB i 44 JPT no emparentats. El projecte s’actualitza per
fases, augmentant el nombre d’individus i el nombre de SNP. En el moment de redactar
aquesta tesi es disposa de la Fase III, en la qual s’ha ampliat el nombre d’individus a
1,184 i 11 poblacions diferents i informacio de 3,1 milions de SNP. (The International
HapMap 3 Consortium, 2010).

El mapa d’haplotips dona informacié sobre quins marcadors genétics shereten
conjuntament i va ser una eina util per interpretar el genoma seqiienciat en el HGP, ja
que mostrava com les seqiiencies variaven entre individus i poblacions. El HapMap també
permet localitzar els SNP i les dades son accessibles a través d’'una base de dades publica

que s’actualitza peridodicament.

Aquesta base de dades (disponible a http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) pot ser
consultada per validar i interpretar resultats aixi com per realitzar técniques d’imputacio
(estratégia que permet, mitjancant complexos algoritmes, estimar les freqiiencies de SNP

no genotipats directament a partir de la informacio dels tagSNP disponibles).

Aquest projecte va donar peu a I'aparicié dels GWAS, i actualment es pot consultar al

web de HapMap el cariotip huma amb totes les dades de GWAS disponibles per diferents
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trets fenotipics que estiguin publicats al NHGRI Catalog of Published Genome-Wide

Association Studies que tinguin al menys un estudi de replicacio i un pvalor inferior a 10™°.

i Hifﬁ‘ EE )

HEHHHHE
F IE EiIiFEI’E i1
Hithiillin i
“‘Q"- 200000900 BRD

www.genome.gov/GWAStudies _
www.ebi.ac.uk/fgpt/gwas/ EMBL-EBI .

<5X10# for 17 trait categories

NHGRI GWA Catalog

-
Pt B

Genome Research

I National Human
Institute

Published Genome-Wide Associations through 12/2012
Published GWA at|

Figura 9. GWAS publicats fins Desembre de 2012. Descarregat de http://www.genome.gov/ gwastudies/ .
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3.5.3. L’era genome-wide

Disposar del mapa del genoma huma i de una gran quantitat d’informacio sobre variants
genétiques ha fet possible dissenyar chips que permeten genotipar simultaniament una
gran quantitat de variants al llarg del genoma. Els estudis d’associacio de gens candidats,
anteriors a I'era dels genome wide studies han quedat en dests quan es disposa de cohorts
suficientment grans per a realitzar estudis a escala genomica. Els estudis GWAS, pero,
tenen utilitat per l'estudi de variants comunes d’efecte petit, per tant, no permeten
explicar tota 'heretabilitat d’'una determinada variant (veure figura 6, pagina 43, Manolio
et al., 2009). Per aquest motiu, 'estudi en profunditat dels factors genétics associats a una
malaltia hauria de combinar diferents estratégies per tal d’incloure 'estudi de variants

menys freqlients perd que tinguin efectes més significatius sobre el fenotip.

A més, convé considerar l'existéencia de factors moduladors desconeguts de l'efecte
d’aquestes variants en el genotip i ampliar el coneixement sobre la rellevancia biologica de
les associacions que es puguin trobar mitjancant técniques de genotipat a gran escala. Per
tant, aquests tipus d’estudi representen una aproximaci6 inicial al coneixement dels
factors geneétics perd sovint no expliquen per ells mateixos la causa d’'una determinada

malaltia.

Finalment, per tal de maximitzar el rendiment d’aquest tipus de disseny experimental,
convé tenir present la importancia d’un fenotipatge precis i homogeni, sovint un factor
limitant en estudis que engloben diferents cohorts recollides de forma independent per

diferents grups de recerca.
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|.4. La migranya com a malaltia hereditaria complexa

4.1. Heretabilitat de la migranya

En I'ambit clinic hi ha la percepcié que molts dels pacients tenen antecedents familiars de
primer grau de migranya. Molts estudis descriuen historia familiar positiva, i tant els
estudis poblacionals com els estudis amb bessons suggereixen que la migranya és una
malaltia hereditaria complexa on intervenen factors ambientals i genétics (Goadsby,
2005). Existeixen algunes excepcions, pero, de families que presenten patré d’heréncia

mendeliana (formes monogéniques) o mitocondrial (Russell et al., 1995).

Els estudis classics de concordanca de bessons indiquen que la migranya t¢ un fort
component hereditari. En MO, la concordanca en bessons monozigotics (MZ) s’ha
estimar en un 43%, mentre que en bessons dizigotics (DZ) era del 31% (Gervil et al.,
1999). En MA la concordanca és encara més significativa, del 50% en MZ i del 21% en
DZ (Ulrich et al. 1999). Un gran estudi poblacional amb gairebé 30.000 parelles de
bessons de sis poblacions diferents va estimar una heretabilitat per a la migranya d’entre

el 34% i el 57% (Mulder et al., 2003).

Tenir un familiar de primer grau amb migranya augmenta el risc de patir algun tipus de
migranya (Russell et al., 1993). Un estudi Danés va trobar que els familiars de primer
grau amb MO tenien un increment de risc de 1,9 de patir MO i de 1,4 patir MA respecte
la poblacio general. Pero els familiars de primer grau de pacients amb MA tenien un
increment de risc de 3,8 vegades de patir MA, mentre que el risc de MO no

s'incrementava (Russell i Olesen 1995).
4.2. Formes monogeéniques i altres fenotips

Les analisis de lligament genétic en families que patien una forma severa de migranya
familiar d’heréncia mendeliana, la migranya hemiplégica familiar (FHM), van permetre
localitzar gens responsables del fenotip de la malaltia. L’analisi mutacional d’aquests gens
candidats va permetre la identificacié de variants genétiques etiologicament relacionades

amb la patologia.
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La FHM és un tipus de migranya autosomica dominant per la qual s’han descrit

mutacions en tres gens que codifiquen per canals ionics: CACNAIA (FHM1) (Ophoff et
al.,, 1996), ATP1A2 (FMH2) (De Fusco et al., 2003) i SCN1A (FHM3) (Dichgans et al.,

2005). Existeix també una forma esporadica coneguda com a SHM.

CACNAIA, localitzat al cromosoma 19p13, codifica per la subunitat a1 del canal de calci
Cav2.1 dependent de voltatge, expressat ampliament al SNC. S’han descrit 25 mutacions
de canvi de sentit en aquest gen que s’'associen a un guany de funcio (de Vries, B. et al.
2009) i que es relacionen a un espectre fenotipic ampli. Aquest gen presenta una gran
heterogeneitat al-lelica amb rellevants implicacions cliniques. S’han descrit altres
mutacions que introdueixen codons de parada de la traduccié o que alteren la pauta de
lectura i causen perdua de funcié del canal que donen lloc a ataxia episodica tipus 2 (EA),
aixi com expansions del polimorfisme (CAG)n a 3’'UTR, amb un efecte dominant
negatiu, que causen ataxia espinocerebel-losa de tipus 6 (SCA6) (Pietrobon, 2010).
Recentment, es va identificar una nova mutacio a I'exd 5 que causa un canvi d’aminoacid,

perd de moment es desconeix I'efecte d’aquesta mutacio (Stuart et al., 2012)

El gen ATP1A2, situat al cromosoma 123, codifica la subunitat a2 de I’ATPasa de
Na+/K+, d’expressio ubiqua. S’han descrit fins ara 47 mutacions, totes associades a
perdua de funcio del canal per canvi d’aminoacid, introduccid de codons de parada

prematurs, delecions o insercions (de Vries, B. et al. 2009).

SCNI1A, situat a 2q24 (Dichgans et al., 2005) codifica la subunitat a1l del canal de sodi
Navl.l dependent de voltatge. En aquest gen s’han descrit més de 700 mutacions
associades a epilépsia infantil i 5 mutacions que causen guany de funcié associades

migranya hemiplegica (de Vries, B. et al. 2009).

Aquestes mutacions, perd, no expliquen la totalitat de casos de migranya hemiplégica.
Només una petita proporcié de pacients son portadors de mutacions en aquests gens: un
7% dels afectats son portadors de mutacions a CACNAIA, un 7% a ATP1A i rarament
mutacions a SCNIA (Pagon et al., 2013).

A més, s’Than descrit altres locus implicats: es va identificar un locus de susceptibilitat a

FHM a 1q31, anomenat FHM4/MGR6 (Gardner et al., 1997) i un locus al cromosoma
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14g32, malgrat que encara no s’ha determinat quin és el gen causal subjacent (Cuenca-

Leon et al., 2009).

S’han descrit mutacions també altres mutacions als gens EAATI i a SLC4A4. EEAT1
codifica per un transportador de glutamat i es va identificar una mutacié que produia
guany de funcié que contribuia a la hiperexcitabilitat neuronal (Jen et al., 2005). SLC4A4
codifica per a la proteina NBCel (cotransportador de Na“HCO3) i s’han descrit
mutacions en aquest gen que poden produir FHM, MA o MO quan es troben en
homozigosi. En aquest cas, els autors també postulen que les mutacions alteren

I'excitabilitat neuronal mitjancant canvis de pH que poden acabar provocant el mal de

cap (Suzuki et al., 2010).

La cerca de loci lligats a migranya s’ha realitzat en altres formes menys comunes de
migranya i a sindromes que cursen amb migranya. S’han identificat 18 loci lligats a
diferents fenotips migranyosos perd només s’ha identificat un gen lligat a una forma
familiar de migranya amb aura, el gen KCNKI8 que codifica per la proteina TRESK
(canal de potassi tipus K2ZP) que s’expressa als ganglis sensorials i gangli trigemin
(Lafreniere et al., 2010). La mutaci¢ identificada causa pérdua de funcio del canal. Aquest
canal modula P'excitabilitat neuronal i podria estar implicat en vies de senyalitzacié del

dolor.

A partir de l'estudi de malalties sindromiques que cursen amb migranya s’han identificat
mutacions a altres gens perd no s’ha confirmat la seva implicacié a migranya: NOTCH3,
causant de la malaltia CADASIL (de I'anglés cerebral autosomal dominant arteriopathy with
subcortical infarcts and leukoencephalopaty); TREX1, causant de la retinopatia vascular o
HERNS (de Pangleés retinopathy, vascular, cerebral and renal involument, Raynaud and migraine
attacks) i MTTL1 al mtDNA associat a la malatia MELAS (de I'anglés mitochondrial

encephalomyoptahy, lactic-acidosis, stroke-like episodes) (revisat per Di Lorenzo et al., 2012).
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4.3. Evidencies genétiques en la migranya comuna
4.3.1. Analisi de lligament

L’'analisi de lligament amb pedigris familiars grans ha estat una de les estrategies per
identificar loci associats a migranya. Existeixen diferents estudis, malgrat que la majoria
no han aconseguit ser replicats. El principal motiu de la manca de replicacio és que molts
marcadors estan sobrerepresentats ja que sén una variant rara tipica d’alguna familia

concreta perd no son frequients en la poblacio general (Maher i Griffiths, 2011).

S’han dissenyat estratégies alternatives per realitzar aquests estudis amb més precisio
utilitzant I'analisi de TCA (trait component analysis), mitjancant el qual s’utilitzen trets
fenotipics individuals d’alguna caracteristica clinica o simptoma de la migranya per a
determinar associacio en estudis de lligament de tot el genoma amb families amb
migranya, enlloc d’utilitzar criteris diagnostics MO o MA com a criteri fenotipic (Anttila
et al.,, 2006). Aixi es van identificar associacions a 4q24, 17p13 (caracteristica dolor
pulsatiu), 18ql2(combinacié de simptomes), 4q28 (edat d’inici), 10q22 (sonofobia) i
12g21, 1514 i Xp21 amb I'exacerbacié del dolor amb 'activitat fisica.

Una altra estrategia, I'analisi de classes latents (LCA) (Nyholt et al., 2004), és un metode
estadistic que identifica subgrups de casos a partir de variables cliniques multivariants de

tipus categoric. Mitjancant aquesta estratégia es va identificar la regio 5q21 associada a

dolor de tipus pulsatiu (Nyholt et al., 2005) i la 18p11 (Lea et al., 2005).

Finalment, un estudi que combinava les diferents estratégies va identificar associacid
consistent de 10q22-23 amb 5 fenotips TCA, el criteri de MA (ICHD-II) i la LCA de
dolor migranyos en poblacid Finlandesa, que va ser replicat després en poblacio

Australiana (Anttila et al., 2008).
4.3.2. Estudis d’associacio de gens candidats

A banda de tots aquests loci de susceptibilitat, i malgrat la manca de replicacions positives,
s’han estudiat gens candidats en aquests loci (revisat per Maher i Griffiths, 2011), com

ara:
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Gens candidats a 19p13: CACNAIA (canal ionic), INSR (receptor insulina),
NOTCH3 (homoleg 3 gen notch), i LDLR (receptor de lipoproteines de baixa
densitat).

Gens candidats a Xq24-28: 5HT2C (receptor serotonina), GRIA3 (receptor
glutamaergic), GABRE, GABRQ i GABRA3 (receptors gabaérgics).

Gens candidats a 15q11-13: GABRB3, GABRA5 i GABRG3 (subunitats GABA-A)
Gens candidats a 10g25: KCNK18 (canal ionic)

Classicament la seleccié de gens candidats s’ha relacionat amb les funcions biologiques

que aparentment podien ser rellevants en la fisiopatologia de la migranya.

Majoritariament, es poden agrupar en 4 tipologies de gens segons la seva funcio (revisat

per Maher i Griffiths, 2011):

Gens amb funcions relacionades amb el sistema nervids: Es poden considerar
candidats els neurotransmissors (dopamineérgics, serotonineérgics i glutamaérgics),
els neuropeptids, els seus receptors i els seus canals associats. La hipotesi en la
qual es basa aquesta seleccio de gens candidats és que la disfuncié a nivell
neuronal podria induir el sistema vascular i activar activar els senyals de dolor.

(veure taula 10)

Gens relacionats amb el sistema hormonal: A causa de la desproporcié entre
dones i homes afectats de migranya, es creu que els receptors hormonal podrien
estar implicats. Alguns estudis s’han centrat en els receptors d’estrogen (ESR) i de

progesterona (PRG) (veure taula 10).

Gens relacionats amb el sistema vascular: En aquest grup trobem el gen més
clarament associat a migranya, el MTHFR. L'enzim codificat per aquest gen esta
implicat en el metabolisme de '’homocisteina, un regulador vascular important.

L'al'lel TT del polimorfisme C677T de MTHFR s’ha associat en diverses

poblacions a una lleugera hiperhomocisteinémia (veure taula 8)

Canals ionics: CACNAIA, ATP1A2 i SCN1A
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Diversos estudis han investigat el rol dels gens CACNAIA i ATP1A2, tradicionalment
relacionats amb les formes monogeéniques de migranya, en les formes comunes d’aquest
trastorn, amb resultats contradictoris (de Vries, B. et al., 2009). L’estudi d’associacié més
extens realitzat fins ara entre la migranya i gens candidats va incloure 841 pacients i 884
controls, i cobria genéticament 155 gens que codifiquen canals ionics (incloent els
CACNAIA, ATPIAZ i SCNIA) i altres proteines relacionades. Es van identificar
associacions nominals amb 66 marcadors de tipus SNP amb MA, perd aquests resultats
no es van poder replicar. Els resultats indiquen que variants genétiques comunes en
aquests canals ionics no juguen un paper important en la migranya comuna, tot i que el

disseny no permetia detectar variants rares o d’efecte menor (Nyholt et al., 2008).

Els estudis d’associacié han donat resultats contraposats, han estat dificils d’interpretar i
tenen considerables biaxos procedimentals: us d’eines diagnostiques diferents, biaix de
publicacions cap a resultats positius, grups poblacionals petits amb poc poder estadistic.
Per tal d’uniformar resultats contradictoris s’han utilitzat les metaanalisis i estudis de

replicacio en diferents poblacions que permeten disminuir el nombre de falsos positius.
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Taula 8. Principals estudis d’associacié en gens candidats amb resultats positius (adaptat de Maher i Griffiths, 2011)
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4.3.3. GWAS i migranya

El primer GWAS de migranya va ser publicat per 'THGC (International Headache Genetics
Consotium) al 2010 (Anttila et al., 2010). Va ser un estudi realitzat en dues fases i que va
implicar set series cliniques, amb un total de 2.731 MA i 10.747 controls en la fase de
descobriment i 3.202 casos (MA, MO) i 40.062 controls en la fase de replicacié. L'analisi
es va fer per MO, MA i MO+MA. Aquest estudi va permetre identificar el primer loci de
susceptibilitat per la MO. D’entre els marcadors més prometedors es va trobar: rs1835740
a 8q22.1 entre els gens MTDH i PGCP, i sembla que modula 'homeostasi de glutamat;
rs11172113, en el gen LRPI, implicat també en la via del glutamat i rs10166942 en el gen
TRPMS, que codifica un receptor nociceptiu del fred. Els SNP a LRP1 i TRPMS es van
replicar després en un altre estudi (Freilinger et al., 2012). Un altre estudi, en aquest cas

amb poblacio espanyola, no va replicar un dels principals hits, el rs1835740 (Sintas et al.,

2012).

El segon GWAS, realitzat pel consorci DICE (Dutch-Icelandic migraine genetic consortium),
va ser publicat al 2011 (Ligthart et al., 2011). En aquest cas es van utilitzar 5 cohorts
poblacionals amb 2.446 casos i 8.534 controls. Per la replicacio, es van utilitzar 2.957
casos i 5.774 controls. Aquesta vegada, perd, no es va trobar cap SNP associat amb
migranya amb el nivell de significacié dels GWAS, habitualment de p<10°. El millor
resultat que van trobar va ser I'associacié de rs9908234, amb una p=10%, i que es localitza
al gen NGF (factor de creixement de nervis). Es van seleccionar un total de 32 SNP amb

p<10” per replicacio, perd no van aconseguir replicar-ne cap (Shiirks et al., 2012).

El tercer GWAS publicat fins ara també va ser un estudi amb cohorts de base poblacional
(Chasman Di et al., 2011). L’estudi va incloure 3 cohorts de base poblacional i
informacié recollida per 'THGC. Les cohorts incloses en aquest cas van ser la WGHS
(Women’s Genome health Study), la GEM (Genetic Epidemiology of Migraine) i la SHIP
(Study of Health in Pomerania). La fase de descobriment va incloure 5.122 dones amb
migranya i 18.108 dones que no patien migranya, ambdues de la cohort america WGHS.
No es van identificar variants a nivells de significacié dels GWAS, pero es van identificar
7 loci on hi havia al menys 1 SNP amb p<5-10°. LSNP més significatiu de cada loci es va
replicar en les cohorts GEM (774 migranyosos i 942 no migranyosos), SHIP (306
migranyosos i 2.260 no migranyosos) i les dades de 'THGC (2.748 migranyosos i 10.7474
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controls). Es van trobar associacions que anaven en la mateixa direccié que en la WGHS
en les 3 cohorts de replicacio per rs2651899, rs10166942 i rs11172113. La metaanalisi
posterior de totes les dades va trobar associacions significatives a nivell de GWAS:
152651899 (OR 1,11; p=3,8:10") es localitza a 1p36.32, en el primer intré de PRDM16;
1510166942 (OR 0,85; p=3,8-10), localitzat a 2q37, molt proper a I'inici de transcripcid
de TRPMS i el 1s11172113 (OR 0,9; p=4,3-10") a 12q13.3 en el primer intré de LRP1.

Recentment, s’acaba de publicar una metaanalisi que inclou dades de 29 GWAS, amb un
total de 23.285 casos de migranya i 95.425 controls, aparellats per poblacions (Anttila et
al., 2013). Han identificat 12 loci (taula 9) associats a susceptibilitat a migranya (p<5-10%),
5 dels quals no s’havien descrit préviament. D’aquests, 3 es van identificar en associaciod
amb la malaltia. Alguns d’aquests nous gens son especialment interessants des de la
perspectiva de la possible rellevancia biologica: el gen AJAPI s’expressa a cervell i s’ha
relacionat amb invasi¢ tumoral i regulacio de la MMP-10; TSPAN2, a 1p13, codifica per a
una proteina de superficie cel'lular que estd implicada en la regulacio del
desenvolupament cel-lular i curiosament, també s’ha demostrat que actua com a
regulador de I'activitat de les MMP i MMP16, que codifica per una MMP de matriu, la
MT-MMP2 que degrada LRP1, un dels gens identificats a altres GWAS.

Taula 9. Resultats de la metaanalisi (adaptat d’Anttila et al., 2013)
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Els GWAS, per tant, sobn una eina potent per a descobrir nous gens implicats en la
susceptibilitat a una malaltia, perd a causa de la no existéncia d’'una hipotesi inicial, cal

analitzar després els resultats des de la perspectiva de la significacio biologica.
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Els autors de la metaanalisi de GWAS suggereixen que, mitjancant analisis de I'expressio

quantitativa de loci (eQTL) del teixit cerebral, els potencials gens candidats funcional
poden ser APOAI1BP, TBC1D7, FUT9, STAT6 i ATP5B, localitzats a 4 loci.

A més, hipotetizen sobre com les direccions directes entre alguns gens dels loci amb
associacio significativa a migranya poden contribuir a 'estrés oxidatiu (figura 10a). També

han realitzat un estudi sobre les interaccions dels diferents gens a loci significatius (figura

10b).

Figura 10a.  Hipotesi  funcional
d’interaccié  entre  gens  significatius,
adaptada de Anttila et al., 2013 (figura

suplementaria 8)
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Figura 10b. Xarxa d’interaccions géniques (analisi DAPPLE), adaptada de Anttila et al., 2013
(figura suplementaria 8b)
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4.4. Evidéncies genétiques de la migranya cronica

La migranya cronica, a diferéncia de la MO i la MA, no s’ha estudiat fins ara des de la
perspectiva de la susceptibilitat genética. Si es consulta la base de dades HuGE Navigator'
en relacio al nombre de gens associats a migranya en totes les seves formes, s’identifiquen
fins a 231 gens implicats en 104 vies de senyalitzacid en el moment de redactar aquesta

tesi.

En canvi, les evidéncies genétiques quan es fa la cerca amb migranya cronica com a
malaltia només apareixen 7 gens (CYP1A2, GNB3, MAOA, CYP3A4, HCRTR2, OPRMI i
SLC6A4) implicats en 15 vies de senyalitzacio, principalment relacionades amb el
metabolisme de farmacs, d’alguns aminoacids, de la cafeina, dels xenobiotics. Pero si
s’analitzen els estudis concrets a partir dels quals apareix I'evidéncia a la cerca, veurem
que la relacio d’aquests gens amb la migranya cronica és indirecta. En cap cas es reporta
una associacié entre cap variant d’aquests gens i la susceptibilitat a migranya. Aquests
gens s’han identificat majoritariament a partir d’estudis relacionats amb trastorns
psiquiatrics comorbids a la migranya, malalties que cursen amb dolor cronic i, més

especificament, amb I'eficacia dels triptans i el metabolisme del farmac en pacients de

MC (Gentile et al., 2010a; Gentile et al., 2010b).

Concretament, es van investigar variants als gens CYP1A2, CYP3A4 i MAOA, i es va
trobar una associaci6 entre la variant CYP1A2*1F (rs762551) i la migranya cronica en un
grup de 104 pacients MC (Gentile et al., 2010a), aixi com un SNP de la MAOA amb la
resposta a zolmitripta (Gentile et al., 2010b). Entre les evidéncies que mostra la base de
dades trobem connexions entre: GNB3 i estudis relacionats amb la cefalea tipus cluster,
obesitat, risc cardiovascular, depressi¢ i trastorns cronics, entre d’altres; HCRTR2 en
migranya comuna i cluster, SLC6A4 i el metabolisme de la serotonina i OPRM1 amb

dolor i trastorns de caracter cronic.

A banda d’aquestes sospites d’associacions, s’han realitzat alguns estudis d’associacio amb
la cefalea cronica diaria (CCD), revisats per Montagna i col-laboradors (Montagna et al.,

2003) que es recullen a la taula 10.

' http://hugenavigator.net/HuGENavigator/home.do - Base de dades que ofereix el coneixement

actualitzat relacionat amb epidemiologia del genoma humaj, prevalenca de variants géniques, associacions
gens i malaltia, interaccions géniques i gens-ambient, de lliure accés, creada al 2001.
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Taula 10. SNP investigats en CCD o amb probable associacié amb cronicitat (adaptat de Montagna et al., 2003)

Gen (nom)  Locus Referéncies Polimorfisme  Resultaty
DROZ g2 Perowka et al,, 1998 Allel Neol OT - Allel C amb MA comdrbidn o ansietat i
iHis3 1 3His) depressao
ACE 17923 Paterna et al., 2000 Allel D Genotip DD associat o augment de la
freqiiéncia d atacs de migrnya
COMT 2211 Cevoli et al., 2003 GISEA Mo associpcid amb COCD ni abis de
medicacio
MAOA Xpll.23 Cevoli et al., 2003 T1460C No associneid amb CCD ni abis de
mcdicacio
DR Hpl3.5 Cevaoli et al., 2003 VINTR exdd Sobrerepresentacid allel 4 en OCD ws
migrunya episodica | controls
SLOAAZ Spl5.3 Cevoli et al., 2003 YNTR Sobrerepresentacid al-lel 9 i genotip W10 en

+ . . . .1 .
Altres estudis publicats que no mostren associacid a migranya

CCD vs migranya episodica
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Hipotesi i objectius

I1.1. Hipotesi

El coneixement actual sobre la fisiopatologia de la migranya i la seva heretabilitat ens
confirma que es tracta d’'una malaltia complexa multifactorial. Els estudis de lligament en
families i els estudis amb bessons, a més de I'existéencia de formes monogeniques, revelen
R , . . . . ., . )
que el component genétic és important i que determina la transmissio de la malaltia. S’ha
constatat I'elevada heretabilitat de la migranya pero... es pot heretar la predisposicio a MC
de la mateixa manera! El treball realitzat en aquesta tesi doctoral pretén contribuir a
respondre aquesta pregunta per identificar aquells pacients que tenen elevat risc de

cronificacio per tal d’aplicar mesures preventives que puguin evitar la progressio.

Assumint aquestes consideracions inicials, la hipotesi sobre la qual es fonamenten els

estudis realitzats en aquest treball de tesi doctoral es pot formular de la seglient manera:

“Si la migranya és una malaltia hereditaria complexa, aleshores el bagatge genétic de cada individu
contribueix a la seva susceptibilitat a la malaltia. De la mateixa manera, doncs, aquells pacients
que desenvolupen migranya cronica poden tenir un patré genétic determinat i unes caracteristiques

cliniques associades que incrementi el risc de cronificacié”.
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I1.2. Objectiuv general i especifics

L’objectiu global dels treballs' presentats en aquesta tesi doctoral és aprofundir en el
coneixement dels factors que poden modular la predisposicié d’un individu a patir

migranya i a la seva progressio.

Amb aquest proposit general, el treball realitzat pretén abordar els segiients objectius

especifics:

1. Coneixer les caracteristiques cliniques i factors de risc per la progressio de la

migranya episodica i cronica en una mostra de poblacio espanyola.

2. Caracteritzar endofenotips segons la freqiiencia d’atacs per trobar indicadors

clinics de progressio.

3. Estudiar les variants polimorfiques implicades en la migranya mitjancant un

estudi d’associacié de gens candidats en poblacio espanyola.

4. Estudiar les variants polimorfiques implicades en la progressié de la malaltia a

migranya cronica

5. Estudiar el patré d’expressio de possibles biomacardors de la migranya episodica i

cronica.

' Aquests treballs es van realitzar principalment a partir de dades i mostres obtingudes durant Pestudi
CHROMIG (Genotipatge del Risc de Desenvolupar Migranya Cronica), un estudi descriptiu unicéntric que
es va realitzar en la Unitat de Cefalees de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron amb el suport de la beca de
La Maraté TV3 (07/2310) i FIS (P110/00876).
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I11.1. Pacients i protocol clinic

1.1. Descripcié del protocol de 'estudi

Per a la realitzacio dels diferents treballs es van utilitzar pacients amb migranya inclosos a
I'estudi CHROMIG (Genotipatge del Risc de Desenvolupar Migranya Cronica).
L'objectiu general d’aquest estudi era investigar els factors que predisposen el malalt
migranyos a desenvolupar migranya cronica, i que inclouen tant aspectes clinics com
factors geneétics. Per aquest proposit, es va establir un protocol d’inclusié de pacients i de
recollida de mostres biologiques que va comencar al juny de 2008 i que es va estendre
fins al febrer de 2010. Durant aquest temps es van dur a terme diferents activitats
relacionades amb la difusio d’aquest estudi entre el col-lectiu medic i la poblacié general

mitjancant intervencions en diversos mitjans de comunicacié catalans (premsa i televisio).

Els migranyosos que es van incloure en l'estudi van ser entrevistats en profunditat a la
consulta per tal de garantir la qualitat del procés de fenotipatge i es van aplicar els criteris
diagnostics de la International Headache Society (IHS, 2004; THS, 2006), fent émfasi en la
diferenciacio de la migranya episodica i cronica. A banda de l'extensa informacio
recollida el dia de la inclusié del pacient a I'estudi, es va fer un seguiment d’'un any
mitjancant un calendari en el qual els pacients havien de marcar els dies que patien
migranya, la intensitat (lleu/moderada/greu), la durada, la preséncia ¢ abséncia d’aura, el
tractament i el probable desencadenant. Trimestralment, els pacients enviaren els fulls del
calendari per tal d’identificar processos de cronificacié o de remissio de la freqiiéncia

d’atacs.

Per investigar si existeix un patré genétic de susceptibilitat per desenvolupar migranya
cronica es va dissenyar un estudi d’associacié genética mitjancant una estratégia de gens
candidats, que incloien polimorfismes préviament reportats a la literatura perd que no
b . . 0 . . . . .

s’havien replicat fins al moment i es van estudiar per primera vegada altres polimorfismes

en gens rellevants en la fisiopatologia de la malaltia que no s’havien associat a migranya.

La figura 11 (pagina 72) resumeix el flux de treball derivat d’aquest estudi: les dades
cliniques recollides es van analitzar com a estudi descriptiu per trobar factors associats a la

migranya i a la MC. A més, es va fer una subanalisi per grups de freqliéncia,
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subclassificant la ME en migranya episodica de baixa freqiiéncia (EBF) si no es superaven els

9 dies de dolor al mes i migranya episodica d’alta freqiiéncia (EAF) quan la freqiiencia era de

10 a 14 dies al mes.

Recollida : I“d:"l':' e M‘j?’ll! Recollida mostnes
chudes cliniquies (062006 - 02/2010) Iriolisgues
’ & k =
Informaniezacid DA RMA Serum i plasma
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- Sepuiment Uenotipatye
calenslaris
Andlisi !
estadistic Aniibisi retnofra nscripeid
cstalisgic cDiNA
Cas v . EBF v= EAF
ME w» MC M '
Control s M b ot
Control Cantrol
M mRNA
£ (qRT-PCRD
Replicacio et
{eonsanci IOGH) = Proteines
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Mern-amilisi

Figura 11. Diagrama de flux amb el disseny experimental del projecte CHROMIG.

L'estudi d’associacié genética es va fer a partir del genotipatge de les mostres recollides
durant Pestudi. L’'analisi principal per determinar factors de risc de cronificacio es va fer
conjuntament amb mostres d’un grup col-laborador holandés membre del IHGC, ja que
la mida de la mostra espanyola de MC era insuficient. A més, es va fer una replicacio
d’aquest estudi amb noves mostres recollides al nostre grup i al grup holandés i finalment
es va fer una metaanalisi en la qual es van incloure dues cohorts addicionals de
International Headache Genetics Consortium (IHGC) (ampliat a bloc 3, apartat 1.3, pagina
79). Paral-lelament, es va fer un estudi cas-control amb la mostra espanyola, que es va
validar mitjancant estudis d’expressio génica (quantificaci6 de mRNA per qRT-PCR).
Finalment, es va investigar la funcionalitat d’aquests polimorfismes analitzant |'expressio

proteica mitjancant la tecnica ELISA.
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1.1.1. Seleccié i obtencié de la mostra

Aquest estudi es va caracteritzar per un elevat rigor en la seleccié de la mostra i per un
estricte fenotipatge, sovint un factor limitant en molts estudis d’associacio genética amb
elevat nombre de participants. A continuacio s’expliquen amb detall els diferents criteris i

procediments que es van seguir durant el reclutament de pacients.
1.1.2. Criteris d’inclusié i d’exclusio

Es van incloure homes i dones caucasicomediterranis majors de 18 anys amb migranya
. . . “ . b . .

amb aura, migranya sense aura i migranya cronica d’acord als criteris establerts per la THS.

Es van excloure dones embarassades aixi com migranyosos amb relacié de parentiu entre

ells, per tal de garantir la qualitat de 'estudi d’associacio poblacional.

Van quedar exclosos també aquells migranyosos amb cefalea per abiis de medicaments segons
criteris de la THS, aquells que patien cefalea de tensié cronica (definit com a 15 o més dies
de dolor tensional al mes), qualsevol forma monogenica de migranya, les cefalees en raim o

cluster (episodic i cronic) i totes les cefalees secundaries.

En tots els casos es va comunicar als pacients la informacié rellevant relacionada amb
I'estudi, es va respondre els dubtes i inquietuds i es va sollicitar consentiment informat

per escrit i per duplicat, d’acord amb la Declaracié de Helsinki i amb I'aprovacio del

Comite Etic de I'Hospital Vall d’Hebron.
1.1.3. Fenotipatge

Es va elaborar un quadern de recollida de dades (QRD) a partir del qual es va estructurar
I'entrevista del pacient candidat a l'estudi, a fi de recollir les dades de I'anamnesi
necessaries per a un fenotipatge de qualitat que ens permetés treballar amb una mostra
representativa de migranyosos espisodics i cronics. En aquest QRD' s’enregistraren totes
les dades relacionades amb el pacient i amb la seva patologia (taula 11), a excepcié de les
dades personals identificadores, que es recolliren en un document separat amb un codi

per anonimitzar el QRD.

'Vegeu Annex 1: Quadern de recollida de dades estudi CHROMIG
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Taula 11. Dades demografiques i cliniques recollides en el QRD de 'estudi CHROMIG.
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La informacio relacionada amb la freqiiencia dels atacs de migranya (mesurada com a dies
de dolor/mes) va ser contrastada amb 'obtinguda mesos després a partir de I'enviament

de calendaris.

A més, es va demanar a cada pacient que omplis un conjunt d’escales’ autoaplicades per
valorar: la discapacitat produida per la migranya (escala MIDAS); el seu impacte en la
qualitat de vida (HIT-6); 'autopercepcié sobre I'estat de salut general (SF-36v2) i el grau
d’ansietat i depressio (STAI - State and Trait Anxiety Inventory i BDI-II - Beck Depression
Inventory, respectivament). Totes aquestes escales son autoaplicades i es disposa de
traduccions validades a diferents idiomes. La interpretacio dels resultats d’aquestes escales

es va fer segons els criteris de puntuacio publicats per cadascuna d’elles.

e STAI és un questionari autoaplicat que mesura dos aspectes diferents relacionats
amb l'ansietat: I'ansietat com a estat i com a tret caracteristic. L’estat es refereix a

un estat emocional transitori caracteritzat per sentiments subjectius que son

2 Vegeu Annexos 2,3,4,5 1 6
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percebuts conscientment. L’'ansietat com a tret indica propensio a I'ansietat que
caracteritza els individus amb tendéncia a percebre les situacions com a
amenacadores. Cada aspecte es valora mitjancant 20 preguntes multiresposta i el
resultat es basa en la comparacid amb uns barems poblacionals per sexes. Es van
establir 3 categories de gravetat: no ansietat (centils O a 54), lleu a moderada

(centils 55 a 70) i moderada a greu (centils >71).

L'inventari de depressio Beck-Il (BDI -II) és un instrument autoaplicat de 21
items. A cada item el pacient ha d’escollir entre quatre alternatives per descriure
el seu estat, ordenades de menor a major gravetat i que es corresponen amb una
puntuaci6 de O a 3. Aquest instrument indica la preséncia de simptomes
depressius consistents amb el DSM-1V i la seva intensitat. S'utilitza freqiientment
com a screening per a detectar persones amb trastorn depressiu en una mostra de

., b} . . ’
poblacio general. S’estableixen quatre categories de gravetat segons la puntuacud

obtinguda: minima (sovint considerada com a abséncia d’indicis, de 0 a 13 punts),

lleu (de 14 a 19), moderada (de 20 a 28) i greu (>29).

L’escala de salut general SF-36v.2 és un instrument autoaplicat que aporta
informacié sobre vuit dimensions a partir de 36 preguntes relacionades amb la
percepcié del pacient de diferents aspectes relacionats amb la salut general, com la
Funcio Fisica (FF, 10 preguntes); Rol Fisico (RF, 4); Dolor corporal (DC, 2); Salut
General (SG, 5); Vitalitat (VT, 4); Funcié Social (FS, 2); Rol Emocional (RE, 3)i 2
components sumatius (Fisic i Mental). Les puntuacions van de 0 a 100 en cada
dimensio. L'aplicacio gqe vam fer d’aquesta escala entre grups de pacients va
considerar que una determinada funci® o dimensié estava alterada quan la
puntuacid6 en algun item era <40, llindar determinat a partir de barems
poblacionals publicats. Aixi, en algunes analisis, es van tractar les dades com a

categoriques si/no segons la preséncia o no de funci6 alterada.

L’escala MIDAS mesura la discapacitat produida a causa de la migranya en base a
5 preguntes relacionades amb el nombre de dies perduts laborals i extralaborals.
La puntuacio s’obté de la suma de dies perduts, a partir de la qual es defineixen
els diferents rangs: discapacitat nul-la 0 minima (puntuacio 0 a 5), lleu (6 a 10),
moderada (11 a 20) i greu (>21).
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* El questionari HIT-6 mesura 'impacte de la migranya en la vida del pacient.
Consisteix en 6 preguntes multiresposta amb 5 alternatives relacionades amb la
freqiiencia temporal (mai, rarament, algunes vegades, sovint i sempre). Cada
resposta porta associada una puntuacio, de manera que la suma global permet
determinar si I'impacte és: poc o cap impacte (<49), cert imapcte (50 a 55),

important (56 a 59) i molt sever (>60).
1.1.4. Controls

Es van genotipar 810 controls no migranyosos proporcionats pel grup de Neurologia
Pediatrica de I'Hospital Vall d’Hebron, grup de recerca liderat pel Dr. Alfons Macaya.
Tots els controls van ser voluntaris majors d’edat, caucasicomediterranis i sense
antecedents familiars de primer grau amb migranya o cefalees recurrents que van ser
reclutats en el Servei d’Extraccio de I'hospital quan acudien a analitiques de control

rutinaries.
1.1.5. Mostres biologiques

Es va recollir sang venosa perifeérica de tots els pacients en els seglients tubs: 1 tub de 9ml
i 2 de 4 ml amb I'anticoagulant EDTA, 2 tubs de 4 ml amb I'anticoagulant citrat i un tub
de 9 ml sense anticoagulant. El tub EDTA de 9 ml es va conservar a -80°C fins al moment
de 'extraccio del DNA. La resta es va centrifugar durant 15 minuts a 3500 rpm a 4°C per
tal de separar i obtenir sérum i plasma. Addicionalment, es van recollir 500 ul de la
fraccio blanca ¢ buffy coat que queda entre el plasma i les restes cel-lulars en els tubs amb
EDTA centrifugats i es van conservar en eppendorfs RNAsa-free amb 1,5 ml de RNA
Later (Ambion), per tal d’extreure RNA. Totes les mostres biologiques es van aliquotar i

conservar a -80°C fins a la seva utilitzacio.

Pels estudis de biomarcadors es van utilitzar mostres de plasma de pacients migranyosos i
control recollits previament durant 'estudi CHROMIG. Les mostres obtingudes el dia de
la inclusio del pacient a I'estudi corresponien a periodes intercritics, per tant, fora de

'atac de migranya. Aquestes mostres es van considerar mostres “basals”.

Per estudiar el perfil temporal d’expressié d’algunes proteines i biomarcadors, es va

extreure sang a diferents temps (fins a 6h de 'inici del dolor, 24h i 72h) per obtenir
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plasma de pacients durant un atac de migranya. Els pacients van acceptar no tractar
farmacologicament aquestes crisis per no afectar les analisis de quantificacié proteiques.
Ates que tots els pacients que hi van participar formaven part de 'estudi CHROMIG, no
es van demanar dades cliniques addicionals a excepcid de la durada, intensitat i
caracteristiques de I'atac de migranya durant el qual es van obtenir les diferents mostres

seriades.
1.2. Estratégia de descobriment i replicacio de factors genétics de cronificacio

L'objectiu principal de l'estudi CHROMIG era identificar factors genétics associats a
migranya cronica. Atesa la baixa freqiiencia de MC entre la poblacié migranyosa es va
utilitzar com a mostra de descobriment una cohort formada per les MC recollides a
Barcelona (BCN) i una cohort recollida a Leiden (LDN) per un grup de recerca del
[HGC. La cohort holandesa disposava de dades de GWAS que permetia obtenir les
frequiencies géniques dels nostres polimorfismes candidats. El conjunt de polimorfismes
associats a MC en aquesta cohort mixta, a la qual em referiré al llarg del treball com a
BCN+LDN, es van testar també en un subgrup de migranyosos EAF, considerats
probables candidats a un procés de cronificacio atesa I'elevada frequiencia de dies de
migranya al mes que pateixen. Aquells polimorfismes que mostraren associacié nominal
en ambdues analisis es van proposar per a una replicaci6 Tagman amb noves mostres
recollides tant a Barcelona (amb el mateix protocol descrit com a estudi CHROMIG)
com a Leiden mitjancant seqiienciacié Tagman. Aquestes cohorts, pero, eren de mida
mostral inicial a la mostra de descobriment i, en aquell moment, un altre grup de
Noruega (NRG) membre del consorci IHGC va oferir-se per participar en la replicacio

amb una cohort de pacients que encara no havien estat genotipats.

Finalment, es van analitzar els resultats de la replicacio per a cada cohort independent i es
va realitzar una metaanalisi que va incloure també dades d’un grup de mostres del grup
NRG que havien estat incloses en un GWAS i de la qual disposavem de dades sobre el
diagnostic de MC. Les fases i els grups que hi van participar finalment es mostren en la

figura 12 (pagina 78).
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Figura 12. Flux de treball per a la identificacié de factors genétics de susceptibilitat a cronificacio.
BCN, Barcelona; LDN, Leiden; NRG, Noruega.
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1.3. Recollida, fenotipatge i genotipatge de pacients d’altres cohorts de 'THGC
1.3.1. Cohort holandesa (LDN)

Mostres de la fase de descobriment:

La cohort LDN va incloure un grup de pacients diagnosticats de MC 6 EAF i controls
reclutats a partir d’'un estudi clinic anomenat Leiden University Migraine Neuro Analysis
study (LUMINA) realitzat a Holanda. Inicialment, es van reclutar migranyosos a partir
d’un questionari autoaplicat al web del projecte amb un conjunt de preguntes validades
anteriorment en un estudi poblacional (Launer et al., 1999). Els participants que
acomplien els criteris completaven un qliestionari més extens dirigit a explorar els signes i
simptomes de la migranya i de l'aura segons els criteris ICHD-II (IHCC, 2004). El
diagnostic individual de cada pacient es va obtenir mitjancant un algoritme basat en
aquests criteris i validat mitjancant una entrevista telefonica semiestructurada per metges
experts i residents entrenats (Van Oosterhout et al., 2011). Un subgrup de pacients, a
més, van ser visitats a la consulta de Neurologia. Els controls van ser donants voluntaris

que acudiren al banc de sang de Leiden.

Les mostres de sang es van recollir en tubs EDTA i es va aillar DNA amb la técnica
d’extraccié estandard de saltingout’. El genotipatge de les mostres que vam incloure en la
cohort de descobriment havien estat préviament genotipades en un estudi GWAS

(metodologia publicada a Anttila et al., 2010).

Mostres de la fase de replicacio Tagman®

El protocol de seleccio, diagnostic i classificacié de pacients va ser el mateix que s’ha
descrit per la cohort de descobriment. Aquestes mostres, recollides després del primer
GWAS, no es van incloure en la mostra de descobriment perqué no estaven genotipades.

El grup control va ser un nou conjunt de mostres obtingudes del banc de sang de Leiden.

El genotipatge es va realitzar mitjancant Tagman® SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Una PCR estandard es va realitzar amb TagMan
Universal PCR Master Mix. L'analisi dels clusters es va fer amb el Lightcycler LC480 i el

3 Tecnica descrita a Bloc 111, 2.1. Extraccié de DNA
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software LightCycler® 480 1.5.0, versio 1.5.0.39 (Roche Applied Science, Penzberg, Upper

Bavaria, Alemanya) en plaques de 384 pouets i seguint les instruccions del fabricant.
1.3.2. Cohorts noruega (NRG)

Mostres de la fase de replicacio Tagman®

Les mostres de la cohort noruega formaven part de I'estudi Nord-Trendelag Health Study
(HUNT-3), recollides entre 2006 i 2008. En aquest estudi es va convidar a participar tots
els habitants majors de 20 anys, que van respondre 14 preguntes orientades al diagnostic
de la migranya segons els criteris revisats de la ICHD-II. Aquesta classificacio basada en el
questionari s’havia validat amb entrevistes, mostrant un 51% de sensibilitat i un 95%
d’especificitat pel diagnostic de la migranya (Hagen et al., 2010). Els controls van ser
obtinguts a partir del mateix estudi poblacional HUNT-3 d’entre els voluntaris sans sense

migranya.

El DNA es va extreure de sang perfierica mitjancant técniques basades en el saltingout
amb els kits Autopure Kit (Qiagen, Duesseldorf, Alemanya) i Masterpure Kit (Medinor,
Oslo, Noruega). La quantitat i qualitat del DNA es va controlar cada 8 mostres amb els

espectrofotometres NanoDrop ND1000 i ND80OO (Nanodrop, Wilmington, DE, USA).

Mostres de la fase de replicacié in silico

Els casos i controls rutilitzats per la replicacio in silico es van reclutar durant 'estudi Nord-
Trondelag Health Study (HUNT-2) entre 1995 i 1997. El diagnostic i classificacié d’aquests
pacients es va fer a partir d’'un qliestionari que va ser validat amb una entrevista segons els
criteris ICHD, (IHCC, 1988), amb valor predicitiu positiu del 87% i negatiu del 75%
(Hagen et al., 2000). Els controls es van obtenir també de I'estudi poblacional HUNT-2

després de descartar que complissin algun criteri de migranya.

L’extraccio de DNA i la monitoritzacio de la quantitat i qualitat del DNA es va fer amb la
mateixa metodologia descrita per les mostres de la fase de replicacio Tagman®. Les
freqiiencies geniques d’aquesta mostra provingueren de l'estudi GWAS (Anttila et al.,
2010) amb la plataforma Illumina 670k. Per aquells SNP que no estaven inclosos en el
xip 670k, es van utilitzar dades provinents de la imputacié amb Impute v.2.1.2 i la

informacié disponible de poblacié CEU a HapMap2.
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1.4. Seleccio de polimorfismes candidats

Basantnos en la hipotesi de que un determinat perfil genétic pot incrementar el risc de
desenvolupar MC, es va dissenyar un estudi d’associacié de gens candidats que podrien
estar associats a migranya i a comorbilitats i factors de risc per la progressi¢ de la malaltia.
Es va utilitzar una combinacié de diferents estratégies per seleccionar 144 variants

polimorfiques que conformarien el nostre panell de SNP candidats.

D’una banda, es va fer una extensa revisié de la literatura (Pubmed, Huge Navigator) per
g g p

tal d’identificar variants polimorfiques que s’haguessin estudiat en poblacié Caucasica i

per les quals no s’hagueren dut a terme estudis de replicacié que permetessin consolidar

el resultat.

D’altrabanda, es van proposar possibles nous candidats no estudiats préviament, escollint
gens que codifiquessin per molécules rellevants en el mecanisme fisiopatologic de la
malaltia i seleccionant tagSNP per aquests gens a partir de les dades de HapMap2 en

poblacio CEU i l'eina de seleccio per parelles considerant una r*>0,8 (Haploview, web

HapMap).

Finalment, a causa de la coincidéncia temporal amb la realitzacio del primer GWAS de
migranya (Anttila et al., 2010) i amb l'inici de la col-laboracio del nostre grup amb
I'THGC que havia liderat el projecte del GWAS, se’ns va proposar incloure un grup de 25

variants de la llista de hits secundaris d’aquest estudi com a réplica prévia a la publicacio.
1.4.1. Polimorfismes descrits no replicats

S’havien fet molts estudis d’associacié amb resultats sovint inconsistents (De Vries et al.,
2009), de manera que es van seleccionar de la literatura variants genétiques descrites en
associacié amb migranya, factors de risc de migranya, comorbilitats i dolor cronic en
poblacio Caucasica perd no replicades o amb resultats contradictoris. Es van utilitzar les
bases de dades de recerca bibliografica Pubmed, HuGe Navigator i SNPedia. Segons

aquests criteris, es van seleccionar un grup de 42 SNP en 27 gens (taula 12, pagina 82).
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Taula 12. Polimorfismes candidats seleccionats de la literatura
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2009
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Schurks ef al., Headache Pain 2013;
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Relacio amb COMT 1312 22g11.21 redBR’ AG Krugel of al, PMAS 2009
Erstoms
PsiuIsincs CRY1 1407 12q23- IIET160} CG  Saoria el al,
lansactal | q24.1 Newropsychopharmacology 2010
depressan)
ViPR2 T434 Tqd6.3 r=EESHG]" T
RS2 5997 1g31 ra CiG Smoller IW er al, Arch Gen
Psychisiry 2008
SCNDA h335 2q24 rsb 7460307 AG [h Lorenzo ef al, Neurosei Lett
2007

SNP: 15" (localitzat a regio intronica); rs* (localitzat a regi¢ 5 propera al gen); rs™ (ncRNA); 15V (localitzat a
regié 3’UTR); rs° (localitzat a regio codificant perd no produeix canvi d’aminoacid); rs* (localitzat a regi6
codificant i produeix canvi d’aminoacid).

1.4.2. Nous gens candidats

Es van seleccionar tagSNP que cobrissin gens que codifiquen per molécules que poden
tenir un paper rellevant en la fisiopatologia de la migranya, com el gen CALCA que
codifica per CGRP (calcitoningene related peptide) i els gens que codifiquen per les dues
subunitats del seu receptor, CALCRL i RAMPI; el gen ADCYAPI que codifica per
PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide), un peéptid neuroexcitador que
s'allibera a la PAG durant la inflamacié neurogénica, i ADCYAPIRI que codifica pel seu

receptor.

Atesa la probable relacio entre el metabolisme hormonal i la migranya, es van incloure
també tagSNP del gen GPR30, 'tinic receptor d’estrogens que encara no s havia estudiat
en associacio amb la migranya. La periferina, codificada per PRPH, és una proteina del
citoesquelet localitzada a les neurones del sistema nervids periféric Uexpressio de la qual

s’ha associat a GPR30 i que es va incloure també com a gen candidat (Liverman et

al.,2009).

La fractalquina, una quimiocina codificada per CX3CL1, resultava interessant ja que s’ha
. . ., 9. . b . s
proposat la seva implicacié en processos d’inflamacié i s’ha associat amb neuroproteccid

(Combadiere et al, 2008). També¢ es va estudiar el seu receptor, codificat per CX3CRI1.

Es va seleccionar també els gens que codifiquen per dues molécules proposades com a
probables biomarcadors associats a MA en un estudi de microarrays (Nagata et al.,2009):

la alfa-fodrina (codificada per SPTANI) i la proteina hippocalcin-like (codificada per
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HPCALI). La primera és una proteina del citoesquelet de la familia de les espectrines i la
segona és membre de la familia de proteines que uneixen el calci i que és especifica de

neurones, implicada en senyalitzacio neuronal en el sistema nervios central.

Finalment, es va abordar la possible relacié entre migranya i ritmes circadians i/o

regulacié metabolica mitjancant 'estudi de CLOCK, un dels gens clau en aquesta via.

En total, doncs, es van incloure 77 variants géniques en 12 gens no estudiades

préviament en associacio amb migranya (taula 13).

Taula 13. TagSNP seleccionats en nous gens candidats

Probable Gen 1] Loealitzack! tagSNP (CEL, HapMapl)
imiplicacio (NCBI)  cromosdmic
Mecanisme CALCA THh lipls2 2956
fisiopatologse
CALCRL 10203  2q32.1 12621307 sl 7464221 rs2063505; s3821182;
r6 719550, sRERT4S,
RAMPY 10267  2q36-g37.1 rs 100 72504 rs1080519; 11675777, s 1680171;

s 1898345, rs 1 |98826; rs] 2465804 rs 1 2473236;
rs | 34055006; rs [469772; s 1 5384243; I R6T934;
r302GT]: w0267 302670 302679 mIN26R0;
ru 3 TOM0S0; mARIOTOT, mAOBI200, mAG6IH04;
refd A1 563; rebT 17704 6 TI2061; aT41923;

B TA6T T mTS5TOTE, mT7STHRSS, 7500245,

msRISSTL
ADCYAPT 4] 1&pll 22N 18T, mR19250%
ADCYAPIR! 17 Tpl4 rs | 2668955, s 1610037; s 17723231 22407 14;

2267727 m226T730; m226T T3 s2267733;
r226773T, 2267738, m22PFNIE; 2391937,
e ITTO24T. rsT4105 1. rTSR095,

Metabolisme (PR30 2R52 Tp21a rs 10235056 rs | 133043; s380K353; 3808354,
homonal
PRPH Shi0 12q12-q13 2236746
Inflamimaeid i CXICLE 63TH I6gl3 ] T0EG]; I T0364 mal 51117 me10L,
damy mewronnl
CYICRI 1524 Ip21 3 rs37323TH; 17323179,
Probables SPTAN! 6708 Gg34.11 s 1 3299607 rs [0 154046,
biomareadors
HPCALY 1241 2p2s. reATS5260; mTERIRERA,
Hioritmecs CLOCK Q375 4g12 ra | 1932595, 1 TTTT92T; m203569]; m2070062;

rs 3792603, rebBE249FE; rsbB50524; rs| 554483,
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1.4.3. Hits secundaris del primer GWAS

L’analisi del primer GWAS va permetre obtenir una llista de possibles SNP associats a
migranya fins ara no estudiats. La nostra vinculacio amb el [HGC va resultar en una
col-laboracié per tal d’incloure 25 d’aquests candidats (taula 14) i replicar-los en la nostra
cohort. Amb aquest objectiu es van incloure, doncs, 15 polimorfismes intergénics i 10
variants localitzades en regions géniques codificants (ACSL5, C40rf22, DCC, INSIGZ,
OPCML, OR9Q1, RELN, SMYD3, STAMBPL1 i TRPMS).

Taula 14. Llistat de hits secundaris del GWAS per a replicar

SN Posicia Variant Gen Cromuomma
cromoshmica
s [ 0FR330 RIS45247 T=C CHO22 4
= 1B35740 GH2IN0KT G=A Intergénic K
s3I 137147604 GoA Inlergéiic 2
s LAOB001 & 14460783 A=G Imtergénic 17
1569007 S3998500) A=G Intergénic 7
3060123 132443784 =T ML §
s AT G1532] Al STAMBPLY! 1]
A 598 |09 2U4E4205 =T Imiergénic fi
1510846 103208934 T RELN 7
2256368 114176614 A= ACSES i
RS 6 TH £T650543 G=T ORI i
mI2A2617 S TRE =T i, iy %
17528324 118572626 G=A INSHG2 2
mITS365S 49644523 G=A Imtergénic f
7214255 HHRISEI A= Intergénic i7
2A0G5RE 143771 140 C=A Intergenic fi
2048 T62 1172636084 Gi=A lmtergenic P
21 TE03 61472554 T=C Intergénic i4
1 2084862 244260537 G=A SMYDE I
msEGOTIS 3371654 C=a Imtergenic [0
473422 33633 T=C Imiergénic 15
s [ORRH0TS 13804790 T=G Imtergenic B
s 7862020 234402734 C=T TRIPMS 2
s 10011769 21003036 =T Imtergénic |
s 16950073 14470442 T=C Imiergénic 17
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I11.2. Técniques per a estudis genétics i de biomarcadors

2.1. Extraccié de DNA

El DNA es va obtenir a partir dels limfocits de sang periférica en el Centre de Regulacié
Genomica (CRG, Barcelona, Espanya) mitjancant el kit d’extraccié Chemagen® (Perkin
Elmer, Alemanya) i al Departament de Genetica (Facultat de Biologia, Universitat de
Barcelona, Barcelona, Espanya) mitjancant un procediment estandard d’extraccié per
saltingout (Miller et al., 1988). Les mostres del darrer trimestre del periode d’inclusio es

van extreure amb aquest mateix protocol al nostre laboratori.

La técnica de saltingout es basa en el principi de la interaccié electrolit-no electrolit per a
la separacié de molécules organiques poc solubles a elevades concentracions de sal. En
una solucié aquosa, els aminoacids hidrofilics de la molécula interaccionen amb les
molecules d’aigua, perd quan la concentracio de sal augmenta, les moleécules d’aigua sén
atretes per ions de la sal, el nombre de molecules d’aigua disponibles disminueix i la
molécula organica es plega sobre ella mateixa establint interaccions hidrofobiques en el

procés conegut com a saltingout.

El protocol comenca amb la lisi cel-lular amb una solucié hipertonica que trenca els
eritrocits amb Tris 2M pH = 7,5 i MgCI2 IM. En la segilient fase es realitza la digestio
proteica amb una soluci¢ de lisi de leucocits, SDS 10% i proteinasa K. La part final
correspon al procés de saltingout mitjancant I'addicio de NaCl 5'5M (saturat) que fa
augmentar la concentracié de sal en el solvent. S'utilitza cloroform v/v per polaritzar els
enllacos i etanol absolut 2v/v per precipitar la molécula de DNA, que es condensa
formant una “medusa” visible que pot ser “pescada” i que es resuspén, una vegada
evaporades les restes d’etanol, en tampo TE (Tris 2M a pH = 7,5, EDTA 0,25 M apH =8

i aigua milliQ autoaclavada).

La quantitat i la qualitat del DNA es va determinar mitjancant |'espectrofotometre

NanoDrop ND1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA).
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2.2. Genotipatge

El genotipatge de 144 polimorfismes en la mostra recollida durant 'estudi CHROMIG es
va fer al Centre de Regulacié Genomica mitjancant la tecnologia VeraCode GoldenGate
(llumina, CRG, Barcelona, Espanya). Els VeraCode GoldenGate Genotyping Kits permeten

genotipar simultaniament 48, 96, 144, 192 o 384 polimorfismes en plaques de 96 pouets.

Es van preparar plaques de 96 amb les mostres i els controls seguint les instruccions de la
plataforma genomica del CRG a 120 ng/ul mesurat amb NanoDrop. Es van incloure
mostres duplicades i controls interplaca per a confirmar la fiabilitat dels resultats. El
control de qualitat postgenotipatge va descartar 16 polimorfismes de 144 amb una taxa

d’exit en la seqlienciacio inferior al 90%.
2.3. Extraccio de RNA i retrotranscripcié a cDNA

Per tal de validar els resultats obtinguts de I'analisi genétic es va intentar determinar si els
polismorfismes afectaven els nivells d’expressié geénica per PCR quantitativa en temps real
(RT-qPCR). Per aixo calia obtenir primer cDNA, de manera que es va procedir a extreure
RNA a partir del buffy coat conservat en RNA Later (Ambion, Life Technologies, USA)

que després es va retrotranscriure a cDNA.

Per extreure RNA es va utilitzar el kit comercial RiboPure™-Blood (Ambion, Life
Technologies, USA). Esta optimitzat per sang total humana i es basa en un protocol
d’extraccio amb columnes que comenca amb una lisi cel'lular, una precipitacio acid-
fenol:cloroform i una série de procediments de purificacio del RNA i tractament amb
DNAsa I per eliminar restes de DNA genomic. El RNA obtingut es va conservar a -80°C

en el tampod d’elucio proporcionat pel kit fins a la seva utilitzacio.

La retrotranscripcio (RT-PCR) es va fer mitjancant el kit de PCR reversa High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit™ (Ambion, Life Technologies, USA), que utilitza una

transcriptasa reversa que retrotranscriu el RNA a cDNA.
2.4. PCR quantitativa en temps real

La PCR quantitativa en temps real (RT-qPCR) és una técnica que permet amplificar i
quantificar a la vegada el producte de transcripcio (mRNA) del gen d’interés, per tant

permet analitzar el perfil d’expressié d'un gen determinat. Es una variant de la PCR que
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utilitza com a motlle el cDNA obingut per retrotranscripcié del RNA. La quantificacié es
va fer de forma relativa respecte l'expressi6 d’'un gen d’expressid constitutiva o
housekeeping, que en el nostre cas va ser el PPIA (peptidylprolyl isomerase A). S’utilitzen
sondes especifiques per cada gen Tagman™ Gene Expression marcades amb FAM i una
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, USA) que

conté els ANTPs i una polimerasa termoestable.

Es va optimitzar la reaccié per 20ul en plaques de 96 pous i es va dur a terme en el ABI
PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Life Technologies, USA) de
la Unitat d’Alta Tecnologia (UAT) de I'Institut de Recerca Vall d’'Hebron.

La interpretacio dels resultats de la qRT-PCR es va fer mitjancant el software ABI PRISM

7000 SDS version 1.1 (Applied Biosystems, Life Technologies, USA).

2.5. ELISA

La técnica ELISA, acronim de EnzymeLinked ImmunoSorbent Assay, és una técnica que
permet quantificar una proteina determinada en sérum i/o0 plasma. En aquest cas, es van
utilitzar kits comercials (Cusabio, USA) per determinar si els polimorfimes identificats
associats a migranya modulaven la traduccio a proteina comparant nivells plasmatics de la
proteina en qiiestio amb els diferents genotips. Els kits comercials contenen plaques de
96 pous amb l'anticos primari precotinat i els reactius necessaris per la determinacio.
Durant la hibridacio, la proteina present a la mostra s'uneix a l'anticos primari.
Seguidament s’incuba amb un anticos secundari especific conjugat a biotina. La
incubacio amb HRP (horseradish peroxidase) conjugat a avidina permet la deteccio
mitjancant una reaccié colorimétrica en preséncia del seu substrat. Finalment, s’atura la
reaccio i es mesura la intensitat del color amb un espectrofotdometre de plaques a la

longitud d’ona recomanada pel fabricant.
2.6. Discriminaci6 al‘lélica TagMan®

En la fase de replicacié en una nova cohort es va realitzar la determinacié de
polimorfismes al nostre laboratori mitjancant un protocol de discriminaci¢ al-lelica
mitjancant TagMan® Predesigned SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Life

Technologies, USA). Aquestes sondes contenen dos marcadors fluororimeétrics (VIC i
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FAM), un per cada al‘lel. La reacci6 es basa en la técnica PCR, de manera que s’amplifica
el fragment que conté el polimorfisme d’interes utilitzant com a cebadors les sondes
especifiques marcades. Els reactius necessaris els aporta la TagMan® Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, USA)., que conté els dNTPs i una

polimerasa termoestable.

Es va optimitzar la reaccid per un volum de 5ul en plaques de 384 pous, donant I'elevat
nombre de determinacions a realitzar. Es va utilitzar la plataforma genomica ABI PRISM®
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, Life Technologies, USA) de la
Unitat d’Alta Tecnologia (UAT) de I'Institut de Recerca Vall d’'Hebron. La interpretacio
dels resultats de la discriminaci¢ al‘lelica es va fer mitjancant el software ABI PRISM

7900HT SDS wersion 2.2 (Applied Biosystems, Life Technologies, USA).
2.7. Array de proteines Searchlight®

L’array de proteines és un sistema basat en la técnica d’ELISA multiple, mitjancant el
qual es poden determinar simultaniament les concentracions de diferents proteines en un
mateix pou. Aquestes plaques d’ELISA contenen diferents anticossos precotinats en el
pou. El procediment és molt similar al d’'un ELISA sandvitx convencional. Cada mostra
es carrega i s’analitza per duplicat seguint el protocol recomanat pel fabricant amb la
diferéncia que la reaccié enzimatica final és quimioluminiscent enlloc de colorimetrica. El
senyal quimioluminiscent es detecta amb una camera freda (CCD, Pierce, USA). Les

imatges obtingudes s’analitzen amb el software Array Vision v8.0 (Imaging Research,

Canada).

En aquest cas, es va utilitzar utilitzar el SearchLight Human MMP Array 1 (Aushon, USA)
amb 50 ul de plasma a dilucié 1:50. Aquesta placa ens permet detectar 9 proteines de la
nostra mostra al mateix temps: les gelatinases (MMP-2 and MMP-9), les col-lagenases
(MMP-1, MMP-8, i MMP-13), les estromelisines (MMP-3 and MMP-10) i els inhibidors
endogens de les MMPs, el TIMP-1 i el TIMP-2.
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I11.3. Analisi estadistica i programari utilitzat

3.1. Analisi de variables cliniques i biomarcadors

Es va realitzar un estudi descriptiu univariant de les dades cliniques mitjancant el
software estadistic SPSS v15. Les variables categoriques es van analitzar mitjancant els

estadistics Chi quadrat i Fisher, considerant el nivell de significacio quan p<0.05.

En el cas de variables quantitatives continues es va analitzar primerament la distribucié
normal de la mostra mitjancant el test Kolmogorov-Sminorv. Aquest estadistic no parameétric
mostra la uniformitat de les dades. Si el resultat és p<0.05, s’ha de refusar la hipotesi
inicial i acceptar la hipotesi de contrast, determinant aixi que les mostres no segueixen
una distribucié normal. Per a 'analisi de dades continues que seguien una distribucio
normal es van aplicar els tests paramétrics T-Student i ANOVA d’un factor amb contrast
Tukey’s posthoc quan s’analitzaren respecte variables categoriques de dos i tres o més
valors, respectivament. Les dades continues que no seguien una distribucié normal es van
analitzar amb tests no parametrics equivalents, com U Mann-Whitney amb variables

categoriques de dos valors i Kruskal Wallis per categoriques de tres o més valors.
Finalment, es van realitzar analisis multivariants mitjancant regressio logistica.
3.2. Analisis d’associaci6 genética

La descripcio estadistica d’'un polimorfisme associat a una malaltia consisteix en estimar
la prevalenca en la poblacio de cada allel i genotip possible, per tant, estimar les
freqiiencies al-leliques i genotipiques en una mostra de malalts i una de controls (sans).
En base a aixo0, es van aplicar els diferents models d’analisi genétic: additiu, dominant,
recessiu i codominant. Les dades van ser corregides mitjancant la correccid Bonferroni per

test multiple.

El model additiu es basa en I'analisi de la freqtiéncia al-lélica. Aquest model suposa que
cada copia de l'al'lel incrementa el risc en una quantitat additiva, de manera que

’homozigot (aa ¢ bb) per un determinat allel té el doble de risc que 'heterozigot (ab).
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El model dominant suposa que una unica copia d’'un determinat al-lel és suficient per
modificar el risc, i que ser portador de dues copies té el mateix efecte que tenir-ne una.
Per tant, el risc de I'heterozigot (ab), per exemple, és igual que el de '’homozigot per
I'al-lel de risc (aa). El model recessiu, en canvi, suposa que son necessaries les dues copies
per a modificar el risc, per tant, '’heterozigot (ab) té el mateix risc que ’homozigot per

I'allel més freqiient (aa). Només I’homozigot recessiu (bb) té increment de risc.

El model codominant, en canvi, considera que cada genotip confereix un risc diferent i
no additiu. Es compara l'heterozigot (ab) i I'homozigot recessiu (bb) de forma

independent respecte ’homozigot més freqiient (aa).

Les analisis d’associacio genética del cas-control es van realitzar amb SPSS v.15 mitjancant

Chi quadrat i Fisher, considerant el resultat estadisticament significatiu quan p<0.05.

Per a realitzar les analisis d’associacié genética de MC es va utilitzar software especific
desenvolupat per treballar amb grans quantitats de dades genétiques, com les obtingudes
a partir d’estudis GWAS, ja siguin polimorfismes que havien estat seqiienciats
directament o obtinguts posteriorment per protocols d’'imputacié amb HapMap. Es van
utilitzar PLINK v1.07 desenvolupat per Shaun Purcell (Purcell et al., 2007) i SNPTEST
v2.2.0 (Marchini et al., 2007). GTOOL', un software desenvolupat per Colin Freeman i
Jonathan Marchini, es va utilitzar per a la creacié i manipulacié d’arxius amb dades

extretes de fitxers de grans cohorts de GWAS.
3.3. Metaanalisi

Les dades genétiques de la replicacio de I'estudi d’associacio a MC amb un conjunt de
mostres de Barcelona i un altre de Leiden es van incloure en una metaanalisi juntament
amb una tercerca cohort formada per mostres d'un grup de Noruega, collaboradors
també a 'THGC. Aquesta cohort estava formada per mostres que es van genotipar
juntament amb la cohort de replicacié de Leiden aixi com un grup de mostres de les
quals es disposava informacié de GWAS i que permetia I'analisi dels polimorfismes
seleccionats. La metaanalisi es va fer amb el software GWAMA (Migi i Morris, 2010),

dissenyat per aquest tipus d’analisis amb dades de GWAS.

1 Disponible a http://www.well.ox.ac.uk/ ~ cfreeman/software/gwas/gtool.html
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IV.1. Caracteristiques cliniques de la migranya

episddica i cronica en poblacié espanyola

1.1. Descripcié de la mostra utilitzada

L'estudi CHROMIG, el disseny del qual s’explica en profunditat al capitol 1 de
Metodologia, va aconseguir incloure 1.109 pacients de migranya, tots ells reclutats a
I'Hospital Universitari Vall d’Hebron (HUVH). A partir d’'una entrevista estructurada es
van classificar en ME i MC segons els criteris diagnostics ICHD-IIR (explicats a 1.1.1 i
2.1.1). Finalment, 855 pacients (77,1%) van ser diagnosticats de ME i 254 (22,9%) de
MC, segons els criteris ICHD-IIR (explicats a 1.1.11i 2.1.1).

La prevalenca de MC en aquesta mostra clinica va ser molt superior a la prevalenca en la
poblacio general, que és d'un 2-3%, pero és una dada raonable considerant que la mostra
es va reclutar en la consulta monografica de Cefalees i que 'THUVH és un centre sanitari i

universitari public de tercer nivell.

L'edat dels pacients dels dos grups no va mostrar diferéncies significatives, sent I'edat
promig i la desviacié estandard del grup ME de 42,85+12,35 anys i la del grup MC de
43,34+11,98 anys. La figura 13 mostra la distribucié d’homes i dones als dos grups. La
proporcié dona-home va ser de 3,76:1, amb un total de 876 dones (79%) i 233 homes

(21%), sense diferéncies significatives entre ME i MC.
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Figura 13. Distribucié d’homes i dones segons diagnostic ME i MC
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1.2. Analisi descriptiu univariant de les caracteristiques cliniques

L’analisi descriptiva i estadistica de les freqiiencies es va fer mitjancant SPSS v15.0. Les
taules a continuaci® mostren les variables cliniques que en l'analisi univariant
s’associaven amb una p<0,1. Malgrat que la significacio estadistica es va considerar quan
p<0,05, aquelles variables considerades com a “tendéncia” es van incloure posteriorment

a I'analisi multivariant.

Les variables que no seguien una distribucié normal es van expressar com a mediana
(rang interquartilic). La significaci® estadistica de les diferéncies entre grups es va
determinar mitjancant Chi quadrat (Pearson) o test exacte de Fisher per variables

categoriques i T-Student o U-Mann Whitney per variables quantitatives continues.
1.2.1. Preséncia d’aura
La preseéncia d’aura en la mostra es va determinar amb el seglient criteri:

* MO, quan el pacient reconeixia no haver experimentat aura (visual, sensitiva i/0
llenguatge) o I’ha patit en menys d’1/3 dels episodis

* MA, quan el pacient confirmava la preséncia d’aura (visual, sensitiva i/o
llenguatge) en 2/3 del total d’episodis

e MA+MO, quan el pacient reconeixia experimentar aures de qua