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RESUMO

A migranea é uma doenga neurolodgica extremamente incapacitante devido
aos seus sintomas relacionados, porém os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos
na ativagao de uma crise de migradnea permanecem ainda desconhecidos. Modelos
experimentais mimetizam a fisiopatologia através de estimulagdes quimicas e
elétricas. O topiramato € um importante farmaco usado na prevencgéo da migranea,
mas seu mecanismo de ag&o ainda ndo é bemconhecido. Para entender melhor a
inflamacao estéril apds exposicdo da dura- mater bilateralmente, criamos um
modelo experimental para estudar os mecanismos de ag¢do do topiramato e da
capsaicina na degranulacdo de mastécitos. Trinta e cinco ratos, machos(n=28) e
um grupo de fémeas (n=7), com 60 dias de idade foram divididos em dois grupos:
topiramato por via oral (20 mg/kg/dia, gavagem/10 dias) e topiramato agudo in situ
na dura-mater (10-3M, 20 pl). Os animais foram anestesiados e janelas cranianas
entre a sutura coronal e o lambda nos hemicranios foram realizadas com drill, para
expor bilateralmente a dura-mater. No lado direito foi colocado capsaicina 10-3 M
(80 pl) e no lado esquerdo fluido instersticial sintético (SIF) (80 pl). A porcentagem
de mastocitos degranulados foi quantificada apdés a remocao da dura-mater,
pelacoloracao de azul de toluidina (0,1%). A analise estatistica foi feita pelo teste
Kolmogorov- Smirnov, posterior teste t e ANOVA. Houve uma maior quantidade de
mastdcitos degranulados na dura-mater do hemicranio estimulado com capsaicina
quando comparado com o lado contralateral controle, tanto em fémeas
(18,43£3,00% versus 73,11+2,67%; p<0,001) quanto nos machos (27,21+1,91%
versus 75+2,55%; p<0,001) como ndo houve diferenca estatistica, utilizamos
apenas machos. No grupo tratado com topiramato por 10 dias houve uma menor
quantidade de células degranuladas pela capsaisina (22,80%%1,17 versus
77,00+1,32, p<0,001). O topiramato colocado in situ concomitante a capsaicina
também atenuou o processo de degranulacdo dos mastocitos na dura-mater
(35,741£1,69% controle versus 44,52+0,82% capsaicina + topiramato; p<0,001).
Este estudo conseguiu demonstrar que a capsaicina € um método quimico de
inducdo e estimulagcdo dos mastocitos e que o topiramato atenua o efeito da
capsaicina.

Palavras-Chave: Enxaqueca. Fisiopatologia. Topiramato. Capsaicina.
Substéancias enddgenas.



ABSTRACT

Migraine is an extremely disabling neurological disease due to its related
symptoms, but the pathophysiological mechanisms involved in the activation of a
migraine crisis are still unknown. Experimental models mimic the pathophysiology
through chemical and electrical stimulations. Topiramate is an important drug used
to prevent migraine, but its mechanism of action is still not well known. A sterile
inflammation of the dura mater is believed to trigger pain in the migraine. To better
understand the sterile inflammation after exposing the dura mater bilaterally, we
created an experimental model for the action mechanisms of topiramate and
capsaicin in mast cell degranulation. 35 male (n=28) and one group of females (n=7)
60-day-old rats were divided in 2 groups: topiramate (20mg/kg/day, gavage/10
days) and topiramate in situ on the dura mater (10-3 M, 20ul). The animals were
anesthetized and cranial windows between the suture coronal and the lambda in
the hemicraniums were performed with a drill, to bilaterally expose the dura mater.
Capsaicin 10-3 M (80ul) was placed on the rightside and synthetic interstitial fluid
(SIF) (80 pl) on the left side. The percentage of degranulated mast cells was
quantified after removal of the dura mater, by staining toluidine blue (0.1%).
Statistical analysis was performed using the test Kolmogorov-Smirnov, posterior t
test and ANOVA. There was a greater amount of degranulated mast cells in the
dura mater of the hemicranium stimulated with capsaicin when compared to the
contralateral control side, both in females (18.43 £ 3,00% versus 73.11 £2.67%; p
=0.0001) and in males (27.21 £1,91% versus 75.00 £2,55%; p < 0.001) as there
was no statistic, we used only males. In the group treated with topiramate for 10
days, there was a smaller amount of degranulated cells by capsaisin (22.80+ 1.17%
versus 77.00 £ 1.32%, p < 0.001). The topiramate placed in situ concomitantly with
capsaicin also reduced the mast cell degranulation process in the dura mater (35.74
+ 1.69% control versus 44.52 £ 0.82% capsaicin

+ topiramate; p < 0.001). This study was able to demonstrate that capsaicin is a
chemical method of inducing and stimulating mast cells and that topiramate reduces
the effect of capsaicin. Keywords: Migraine. Physiopathogenesis. Drugs.

Endogenous substances.
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INTRODUCAO

A enxaqueca foi considerada durante muito tempo como um disturbio
vascular, associado como o local de origem, os vasos sanguineos cerebrais (HO,
et al. 2010; CHARLES, 2013). Atualmente ¢é considerada um disturbio
neurovascular, pois os desencadeantes da enxaqueca causam disfuncao
bioeletroquimica cerebral primaria, envolvendo também areas da dura-mater e
do ganglio do nervo trigémeo, havendo uma dilatagdo dos vasos sanguineos
cranianos que sao inervados, na sua maioria, por fibras sensoriais do nervo
trigémeo (GOADSBY et al., 2017).

Estimulos quimicos e elétricos induzem a ativacao dessas fibrassensoriais
levando a uma liberagao de peptideos vasoativos, como o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) e, consequentemente ocorre degranulagédo de
mastdcitos, liberagdo de histamina e 6xido nitrico (NO). Essa interagcdo mastécito-
nervo € sugerida como umas das principais causas para a inflamag¢ao neurogénica
(SUZUKI, 1988; DONG et al., 2014)

Em estudos com animais experimentais, para avaliar a fisiopatogénese
da enxaqueca, tratamento com agentes inflamatoérios quimicos, como cloreto de
potassio (KCl) e capsaicina, mimetiza a despolarizacdo neuronal associadaa
ativacdo do trigémeo. Essa despolarizacdo causa um aumento na liberagcdo de
CGRP, e ativacao dos mastocitos, simulando assim a inflamagaoneurogénica,
aumentando a permeabilidade vascular da dura-mater de ratos (SILBERSTEIN,
2006; LEVY, 2007; MARTELLA etal., 2008; ZHOU et al., 2010;LAURITZEN et al.,
2011; LUKACS et al., 2015; MALHOTRA, 2016).

A capsaicina € um componente ativo da pimenta que induz a liberagao de
CGRP de maneira dependente da concentragdo, por meio da ativacdo dos
Receptores de Potencial Transitério Vaniloide do tipo 1 (TRPV1), presentes nos
terminais axonicos e nos mastocitos (JANSEN et al., 1990; JANSEN-OLESEN et

al., 1996). A liberacao ¢é significativamente aumentada pelas solucdes de Ca2*

uma vez que a abertura do TRPV1, um canal catibnico ndo seletivo, leva ao

aumento no Ca2* intracelular, faciltando a degranulacdo de mastécitos e
despolarizacao dos neurdnios e consequente vasodilatacdo das artérias (ERDELY]
et al., 1987).

O alivio da dor da enxaqueca ocorre por bloqueadores e antagonistas

seletivos do receptor CGRP que reduzem a vasodilatacao e a inflamacao
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neurogénica e conferem beneficio clinico na enxaqueca. Como por exemplo, anti-
inflamatorios bloqueadores dos receptores adrenérgicos, antidepressivos,
anticonvulsivantes (BERGER et al., 2012; SILBERSTEIN et al., 2012). Dentre
estes, o topiramato, uma droga bastante eficaz no tratamento preventivo da
enxaqueca, € um dos mais conhecidos, possuindo uma variedade de mecanismos

de acdo como a sua inibigdo no disparo excitatorio dos neurénios, bloqueando os

canais de sédio (Na¥) e de calcio (Ca2+), e ajudando a diminuir aliberacao de
neurotransmissores e peptideos vasoativos (WHITE, 2005; ROSAS et al., 2018).

Diante do exposto, 0 objetivo desse estudo € criar um modelo experimental

in vivo para avaliar os mecanismos de ac¢ao do topiramato e da capsaicina na

degranulagao de mastocitos da dura-mater de ratos.
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1.2 JUSTIFICATIVA

A enxaqueca € um disturbio neurolégico complexo e crénico que se
manifesta como crises de dores recorrentes de moderada a forte intensidade, que
acomete grande parte da populagdo. A dor na enxaqueca esta associada a
nauseas e/ou maior sensibilidade a luz e ao som, afetando negativamente a
qualidade de vida do individuo, podendo desencadear uma série de complicagoes,
causar déficits funcionais no sistema nervoso central, acompanhada por sintomas
afetivos e cognitivos. Para o tratamento preventivo da enxaqueca séo utilizadas
classes de drogas como o topiramato, que podem atuar nos vasos sanguineos e
nervos periféricos, resultando na inibicdo da vasodilatagcdo. Assim diante do
exposto, o presente trabalho visa um estudo mais aprofundado sobre os
mecanismos de a¢ao da capsaicina na inducado da degranulagdo de mastocitos e
do topiramato, demonstrando seu efeito protetor e eficaz na inibicao das acdes da
capsaicina, reduzindo a ativagdo dos mastocitos, utilizando um modelo animal in
vivo com ratos para permitir uma melhor compreensdo dos mecanismos

fisiopatogénicos da enxaqueca.
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1.3 HIPOTESE

O modelo experimental in vivo é factivel para estudar a fisiopatologia da
enxaqueca e avaliar os mecanismos de acao do topiramato e da capsaicina na

degranulacao de mastécitos da dura-mater de ratos.
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1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo geral

-‘Avaliar se o modelo experimental in vivo €& factivel para estudar a
fisiopatologia da enxaqueca e para avaliar os mecanismos de agédo do topiramato

e da capsaicina na degranulagdo de mastdcitos da dura-mater de ratos

1.4.2 Obijetivos especificos

Desenvolver um modelo experimental para avaliar a fisiopatologia da
enxaqueca via degranulacao de mastécito;

Avaliar a analise histomorfologica dos mastécitos;

Avaliar a porcentagem de mastocitos degranulados no grupo induzido por

capsaicina e no grupo tratado de forma preventiva e in situ com topiramato.
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2 RERENCIAL TEORICO
2.1 ENXAQUECA OU MIGRANEA

O processo fisiopatogénico da enxaqueca esta relacionado a inflamacao
neurogénica que pode ser afetada por diversos fatores, como quimica, elétrica e
ambiental e ao sistema trigeminal. A enxaqueca é um disturbio neurolégico muito
prevalente e incapacitante, com crises espontaneas de dor de cabeca (TFELT-
HANSEN et al.,, 2000). O sistema trigeminovascular, constituido por vasos
cranianos, dura-mater e estruturas neurais trigeminais, esta diretamente
relacionado com a fisiopatologia da enxaqueca, com a depressado alastrante
cortical (DAC) e seus sintomas relacionados (BERNSTEIN; BURSTEIN, 2012;
KASPER, 2016). Durante o DAC, ocorre a ativagao das aferéncias trigeminais que
induzem a vasodilatacdo das artérias meningeas pela liberagdo de neuropeptideos
(CGRP). Assim, acredita-se que o DAC seja o correlato fisiopatoldgico dos
sintomas neuroldgicos na enxaqueca (LAURITZEN et al., 2011; KARATAS et al.,
2013)

A depressao alastrante (DA) apresenta os mesmos disturbios idnicos da
enxaqueca, como o0 aumento na concentragao de potassio, e reducao de sddio
e de calcio extracelular e aumento da liberagdo de neurotransmissores (ex.
glutamato) (HANSEN, NEDDERGARD, 1988; EGERT et al., 1995; LAURITZEN
et al., 2011; DREIR, 2011).0 glutamato esta envolvido na iniciacdo e propagacao
de DAC, sua liberacgao ativa os receptores do acido N-metil-D-aspartico (NMDA)
estimulando a producao de NO, histamina e CGRP que possivelmente leva a
despolarizacao sustentada. A onda de despolarizagao causa vasodilatagcao e um
aumento do fluxo sanguineo cerebral (ZHOU et al., 2010). Milner (1958)
relacionou a depressao alastrante com os sintomas de enxaqueca escritos por
Lashley (1941), que comprovava que os disturbios visuais, somatossensorais e
somatomotores e auditivos durante a enxaqueca ocorre devido a uma inatividade
neuronal no cértex, que progride a uma velocidade de cerca de 3 mm/min,
semelhante ao que acontece na DAC (LASHLEY, 1941; LEAO, 1944; MILNER,
1958; CHARLES, 2013; HANSEN, BACA,VANVALKENBURGH, 2013;
CUCCHIARA et al., 2014; CHEN et al., 2015.). Drogas que sao capazes de alterar
os parametros da DA também devem influenciar a aparéncia e o curso deataques
de enxaqueca (MILNER, 1958).
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As fases fisiopatoldégicas da enxaqueca incluem iniciacdo, ativagao,
transmissao nos neurdnios aferentes primarios e sensibilizagdo do sistema nervoso
central (SNC). A ativagdo dos neurdnios nociceptivos dentro do complexonuclear
do trigémeo leva a uma despolariza¢ao, extravasamento de plasma e liberacao de
substancias exogenas e enddgenas como as citocinas (IL- 6) e neuropeptidios
vasoativos que desempenham papéis importantes na dor e na mediagdo de
inflamagdes neurovasculares associadas a enxaquecas. (NEEBet al.,, 2011;
WEATHERALL, 2015; KASPER, 2016; GOADSBY etal., 2017). A
enxaqueca pode ser estimulada por varios fatores que contribuem para um
aumento da excitabilidade da rede neuronal envolvendo um desequilibrio
bioeletroquimico que interfere na normalidade eletrofisiologica do cortex,
hipotadlamo e os nucleos do tronco encefalico (COPPOLA et al., 2014; MOULTON
etal., 2014; CHONG et al., 2017; GOADSBY, 2017).

2.2 DURA-MATER

Nos ultimos 10 anos, alguns estudos tém demonstrado a relagao da dura-
mater com a enxaqueca, demonstrando que apresenta mecanismos
fisiopatolégicos como alteragbes anormais do sistema nervoso, de
neurotransmissores, neuromoduladores e neuropeptidios (VALENCA et al., 2009;
BAUN et al., 2012; SCHUELER et al., 2013; KLINIC et al., 2015; SHELUKHINA et
al.,2017).

A dura-mater € um 6rgao sensorial que apresenta uma rica inervagao
aferente e uma ampla rede de vasos sanguineos. Essa meninge possui uma grande
quantidade de fibra C do ganglio trigeminal contendo substancias que podem estar
envolvidas na modulacédo da dor da enxaqueca, dentre elas, CGRP (SCHUELER
et al., 2013).

Estudos experimentais mostraram que o aumento da concentragdo de
CGRP pode causar liberacdo de histamina na dura do rato por meio de
degranulacao de mastécitos. Os receptores histaminicos estao presentes nas
micréglias e neurdnios sensoriais, que quando expressos, regulam a degranulagao
dos mastdcitos e essas estruturas estao intimamente implicadas na génese da dor
de cabeca. A ativacdo do sistema trigeminovascular, incluindo a dura-mater,

aumentam os niveis plasmaticos de CGRP via fibra C devido a
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interacdo nervo-mastocito (EFTEKHARI, EDVINSSON, 2010; ROSA,
FANTOZZI, 2013; ALSTADHAUG, 2014; DONG et al., 2014).

2.3 MASTOCITOS

Os mastdcitos estao localizados proximos as fibras nervosas sensoriais na
dura-mater do rato (BARBARA et al., 2004). Existe uma sinalizacdo inter- axonal
dos mastocitos com as fibras C relacionando tanto a fisiologia quanto as fungdes
fisiopatolégicas da dura-mater, com a enxaqueca (RICE et al, 2017).
Vasodilatagdo, extravasamento plasmatico e degranulacdo de mastdcitos
contribuem para a liberagcdo de substéncias pro-inflamatorias na meninge
resultando em dor, durante as crises de enxaqueca (GEPPETTI et al.,, 2012;
BORAN, BOLAY, 2013; ERDENER, DALKARA, 2014).

A degranulagdo de mastacitos foi sugerida como um elemento importante
de inflamacdo neurogénica, pois essas ceélulas liberam a histamina que é ativada
pela liberacdo de CGRP nos terminais trigeminais e, acontece um feedback
positivo, que por sua vez, o CGRP ativa a liberagcédo de histamina (ROSA,
FANTOZZI, 2013; ALSTADHAUG, 2014; DONG et al., 2014). Além do CGRP, a
histamina também interage com o aumento de produc¢ao de NO nos mastocitos
(EDVINSSON, 2001; TORE et al., 2010; KLINIC et al., 2015). Todos os trés
mediadores quimicos contribuem para vasodilatacao e IN. Assim, o CGRP, atua
como vasodilatador muito potente das artérias intracranianas, ocupando posi¢cao
de destaque no grupo nociceptivo na cascata de dor de enxaqueca (IRMAK et
al., 2019).

2.4 MODELOS EXPERIMENTAIS

Os modelos experimentais tém contribuido para mimetizar a fisiopatologia
da enxaqueca, utilizando de substancias quimicas para liberacao de neuropeptidios
vasoativos e consequentemente mediadores da permeabilidade vascular das
artérias cerebrais.

A técnica de janela craniana em ratos é usada para examinar o esgotamento
dos neurdnios sensoriais do trigémeo e dosar a quantidade de neuropeptidios
liberados como o CGRP. No estudo de Baylie; Brayden (2011) a capsaicina
apresenta a acao estimuladora de aumento de liberacao de peptideos
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vasoativos (CGRP); ja no estudo de Szolcsanyi (1990) demonstra o esgotamento
dos neurdnios sensoriais por capsaicina e a relagdo dos neuropeptidios liberados
na analise do didmetro das artérias cranianas, para verificar se houve dilatacao,
e consequentemente, enxaqueca. Huang et al. (2018) observam que a estimulacao
quimica também com capsaicina influéncia na liberagdo de CGRP avaliado
imunohistoquimicamente através do anticorpo-policlonal de coelhos.

Além disso, outros modelos experimentais de janela craniana em ratos,
estudam medindo o didametro das artérias apos infusdes quimicas para mimetizar a
fisiopatologia da enxaqueca através da vasodilatacdo. No artigo de Koldro e
colaboradores (2019) eles realizaram infusdo com alil isotiocianato (AITC) sobre
a dura-mater de ratos in vivo e foi observado que as artérias piais dilataram
significativamente. Quando a substéncia foi infundida intravenosamente com
bloqueadores como olcegepante, HC-030031, sumatriptano e capzepina, todos
inibiram a vasodilatacao induzida por AITC, mas nao a capzepina. O AITC causa
dilatacdo das artérias via mecanismo dependente de CGRP e Receptor de
Potencial Transitorio Anquirina tipo 1 (TRPA1). O TRPA1 € um canal no endotélio
das artérias cerebrais que causa vasodilatacdo quando ativados por CGRP.

O estudo de Peterson e seus colaboradores (2005) mediu o didmetro das
artérias piais por meio dos efeitos da hipotensdo e mudancas no diéxido de carbono
arterial induzida farmacologicamente por peptideos vasoativos (CGRP) que
causam hipotensao e por hemorragia foi observado que aumentou o diametrodas
artérias e, consequentemente, o fluxo sanguineo.

O estudo de Hanes e seus colaboradores (2018) utiliza a janela craniana
para investigar in vivo os efeitos da adenosina, que ja foi demonstrado aumentar
no plasma, e induzir vasodilatagcado durante ataques de enxaqueca. Sugerindo que
0s receptores vasculares de adenosina medeiam a vasodilatagcdo meningea e
bloqueiam a vasodilatagcdo produzida pelo Receptor agonista da Adenosina

(CGS21680), mas nao modulam a liberagao sensorial de CGRP.

2.5 CAPSAICINA

A capsaicina é uma das substancias quimicas utilizadas em estudos com
animais para ativar o sistema trigeminovascular mimetizando parte do processo
fisiopatologico da enxaqueca e servindo como modelo experimental, pois esta

associada a liberacado de neuropeptidios sensoriais, por meio da abertura de
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canais catidnicos que resulta em acumulo intracelular de calcio, e ativagdo dos
mastocitos (DONERER et al., 1990). Esses mastdcitos, por meio de mediadores
vasoativos, contribuem para estimulacdo das grandes artérias cranianas
resultando em inflamagao neurogénica e essa inervacao é fundamental para o seu
envolvimento na enxaqueca (SZOLCSANYI, 1990; BAYLIE, BRAYDEN, 2011).

O receptor TRPV1 da capsaicina atua como mediador sensorial ao estresse.
Apos a ativagao desse receptor ha abertura de calcio intracelular e saida de potassio
levando a uma hiperpolarizagdo dos neurdnios do ganglio trigeminal e
vasodilatacao pela liberagcdo de CGRP e substancia P. Assim, os canais TRPV
desempenham papéis patolégicos na vasculatura tornando-se um importante
mediador as respostas vasculares (THEOHARIDES et al., 1995; SULLIVAN et al.,
2015; DUX et al., 2016).

A ativacdo dos mastocitos por capsaicina leva a degranulagdo e
consequente liberagcdo de substancias pro-inflamatoérias (histamina e NO). A
histamina aumenta os niveis de CGRP liberados pelos neurdnios da fibra C do
ganglio e consequente maior percentual de mastocitos degranulados, um ciclo
de feedback positivo, e 0 NO contribui para controlar a viabilidade das artérias
cranianas (SHELUKHINA et al., 2015). Em estudos utilizando a capsaicina,
observou-se que em animais neonatais, a estimulacdo quimica destruia as
terminacdes nervosas peptidérgicas, demonstrando que estresses em neonatais
nao induz a degranulacao de mastocitos, pois ndo apresentam uma estrutura
neural consistente (DIMTRIADOU et al., 1991).

Em estudos com ratos adultos, foi demonstrado o efeito da capsaicina
relacionado a alteracoes de histamina por dose-resposta e consequente ativacao
de mastdcitos, observando resultados significativos de degranulacdo (CHENG et
al., 2006). Outro estudo evidenciou que comidas com capsaicina conseguem
estimular neuropeptidios, como a substdncia P, que podem provocar a co-
liberacao de CGRP, localizados no mesmo neurénio, e assim, ativando a liberagao
de histamina nos mastécitos, mediando a ativagao dos mastdcitos (FRYDAS et al.,
2013). Essa conexao dos mastocitos com os neurdnios sensoriais da dura-mater
apresenta uma resposta bidirecional, onde sinaliza respostas com 0s hervos com
relacdo ao ambiente externo e substancias endogenas e exdgenas e degranula em

resposta aos sinais durais para a
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imunidade do organismo (WALLENGREN, HAKANSON, 1987; LEVY et al.,
2012).

2.6 FARMACOS

O tratamento preventivo da enxaqueca utiliza-se de diferentes substancias
e mecanismos de acao para inibir as estimulagées quimicas ou elétricas de indug¢ao
da enxaqueca, além da reducao da frequéncia de crises, gravidade, duragéo e
melhor responsividade das crises agudas ao tratamento sintomatico (RIZZOLI,
2014; DOMINGUEZ-MORENO, BOADA, MENA-ARCEOQ,2019).

Para o tratamento profilatico se considera a frequéncia e intensidade dos
episddios de enxaqueca e de manter o tratamento por ao menos 6 meses de forma
ininterrupta para reducdo de mais de 50% das crises (TFELT-HANSEN et al.,
2000).

2.6.1 Drogas antiepilépticas

Os anticonvulsionantes séo considerados farmacos de primeira linha e de
eficacia comprovada (por exemplo, topiramato e valproato) que compartilham um
mecanismo de acado semelhante. (RIZZOLI, 2014). As drogas antiepilépticas
(AEDS) sao responsaveis pela reducdo da depressao alastrante cortical e
consequentemente da enxaqueca, bem como inibe receptores do nucleo caudal do
trigémeo (MACIEL-JR, 2006). Geralmente, os AEDS agem estabilizando as
membranas neuronais por meio dos receptores ibnicos de voltagem, reduzindo
a liberacao de neuropeptidios vasoativos (WHITE, 2005; COSTA etal., 2013).

Devido a semelhanca fisiopatoldégica entre epilepsia e enxaqueca

mecanismos de acao tém sido propostos em ambas as doencgas tais como: a

modulacdo dos canais idnicos de sédio (Na*) e calcio (Ca2+), o bloqueio da
transmissdo do glutamato excitatério. Estes mecanismos podem influenciar o

estado excitatério das células e as atividades do trigémeo. (ROSAS et al., 2018).

2.6.1.1 Topiramato

O topiramato (TPM) € um de dois medicamentos antiepilépticos aprovados
pela FDA para prevencao da enxaqueca (AURORA, BRIN, 2017; HOFFMAN,

CHARLES, 2018). Esse farmaco tem sido escolhido como o principal
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tratamento preventivo da enxaqueca, pois afeta diretamente os neurdnios dentro
do complexo trigeminovascular em ambos episddios, agudos e crbénicos da
enxaqueca (STORER, GOADSBY, 2004). Além disso, o TPM é a unica droga capaz
de atravessar a barreira hematoencefalica e modificar a neurotransmisséo,
reduzindo a excitagado dos receptores kainato e AMPA (SHANK et al., 2000).

Entre outros mecanismos, o topiramato € visto impedindo o disparo sincrono
de neurbnios, bloqueando os canais i6nicos, diminuindo a liberagcdo de
neurotransmissores e peptideos vasoativos, inibindo receptores GABA-A e
reduzindo a hiperexcitabilidade neuronal. (STORER, GOADSBY 2004; ROSAS
et al., 2018). Até este ponto, o topiramato foi demonstrado normalizar niveis
excessivamente elevados de glutamato no cérebro de ratos espontaneamente
epilépticos (SPRITZER, BRAVO, SARCHIELLI, 2016; SILBERSTEIN, 2017).
Desta forma, o topiramato tem duplo efeito de reduzir a transmissao nociceptiva,
a sensibilizacdo central e inibir a DAC (AURORA, BRIN, 2017; SILBERSTEIN,
2017).
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3 METODOS

3.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco(UFPE)

(n0:23076.041888/2018-90). 35 ratos (Rattus norvergicus) adultos (60- dias de
idade) foram divididos em 5 grupos: 3 grupos controles estimulados com

capsaicina [fémeas (n = 7), machos (n = 7) e gavagem machos (n=7)] e 2 grupos
de tratamento [topiramato por gavagem/10 dias machos (n=7) e topiramato agudo
machos (n=7)] com pesos entre 200-300 g foram mantidos emuma sala

climatizada em um ciclo claro/escuro de 12/12 horas com alimentos e agua ad
libitum disponiveis, e colocados em gaiolas individualizadas divididos por grupo

e com no maximo 4 ratos por gaiola.

3.2 PROCEDIMENTOS ANESTESICO

Os 35 ratos, com 60 dias de vida, foram anestesiados com quetamina

(1Tml/kg) e xilasina (0,1ml/kg) via intraperitoneal.

3.3 MODELO IN VIVO

A pele sobre a cabeca foi aberta, expondo o cranio. Com a ajuda de um drill,
uma abertura de uma janela craniana de 6 mm (rostro-caudal) e 4 mm (inferior-
superior) foi cuidadosamente realizada no 0sso parietal para expor a dura-mater
entre a coronal e o lambda, um pouco abaixo da linha sagital dos doislados do
cranio (Fig.1). Posteriormente, 20 pl de SIF com etanol 1,4% (Controle) foi
adicionado sobre o lado esquerdo da dura-mater do rato por 30 segundos, e
exposta ao contato por mesmo periodo de tempo a um algodao embebido com 60

microlitros para ndao haver o vazamento do tratamento. O mesmo procedimento foi

realizado do lado direito do cranio, porém, foi adicionado 10-3 M de capsaicina
diluido em etanol (1,4%) e SIF. Logo apos a cirurgia, o encéfalocom a dura foi
armazenado em coletor com formol tamponado a 10% por 24h. As amostras de
dura-mater foram coradas com azulde toluidina 0,1% e laminas foram
confeccionadas para contagem de mastocitosdegranulados e granulados em

microscopia de luz na ampliacao de 400x (Fig 2).
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Figura 1- Desenho representativo do modelo in vivo das janelas cranianas para

exposicao da dura-mater. As janelas cranianas sdo os quadrados vermelhos da figura.

3.4 GRUPOS E PROCEDIMENTO
3.4.1 Grupo controle
3411 Fémeas

Os animais foram anestesiados e apds abertura da janela craniana a dura-
mater do lado esquerdo foi lavada com 20uL de SIF com etanol por 30 segundos
e exposta ao contato por mesmo periodo de tempo a um algodao embebido com

60 microlitros, utilizando pipeta de 100 pL. No lado direito do cranio, a dura-mater

foi estimulada com capsaicina (1 0-3 M) por mais 60 segundos. Foi utilizado fémeas
para demonstrar se haveria diferenca na porcentagem de mastdcitos comrelagao

ao sexo.

3.4.1.2 Machos

Os animais foram anestesiados e apds abertura da janela craniana a dura-
mater do lado esquerdo foi lavada com 20uL de SIF com etanol por 30 segundos
e exposta ao contato por mesmo periodo de tempo a um algodao embebido com

60 microlitros para nao haver o vazamento do tratamento, utilizando pipeta de 100

pL. No lado direito do cranio, a dura-mater foi estimulada com capsaicina (10” 3M)

por mais 60 segundos.
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Gavagem controle

Os ratos machos foram anestesiados e apos abertura da janela cranianaa
dura-mater do lado esquerdo foi lavada com 20uL de SIF com etanol por 30
segundos e exposta ao contato por mesmo periodo de tempo a um algodao

embebido com 60 pL, utilizando pipeta de 100 pL. No lado direito do cranio, a dura-

mater foi estimulada com capsaicina (10'3 M) por mais 60 segundos. A gavagem
foi realizada apenas com agua deionizada (1 mL) previamente durante 10 dias no

grupo controle. A agua deionizada foi utilizada como solvente dos tratamentos.

342 Grupo detratamento

3.4.2.1 Topiramato

Os ratos foram tratados previamente com uma solugédo de 1 mL de SIF com
20 mg de topiramato via oral (gavagem) durante 10 dias de gavagem para posterior
abertura da janela craniana e lavagem da dura-mater com SIF (20uL) por 30
segundos e exposta ao contato por mesmo periodo de tempo a um algodao

embebido com 60 pL lado esquerdo e capsaicina seguindo o0 mesmo padréao dos

outros grupos, (80 pL) 10-3M do lado direito.

3.4.2.2 Topiramato Agudo

Os ratos nao receberam nenhum tratamento prévio, mas foi colocado in situ

na dura-mater em concomitante a capsaicina 10-3 M. A dura foi exposta para
lavagem com SIF do lado esquerdo (20 pL) por 30 segundos e exposta ao contato

por mesmo periodo de tempo a um algodao embebido com 60 microlitros, e

topiramato (10'3 M) com capsaicina na concentragcao 103 M do ladodireito,

seguindo o mesmo padrao dos outros grupos.
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Figura 2 - Drill utilizado para a raspagem do cranio e realizagdo das janelas cranianas e
pipeta para dosagem da solugéo (SIF- etanol; Capsaicina e Topiramato). O drill esta no lado

esquerdo do cranio e a pipeta esta na janela direita do créanio.

3.5 ANALISE HISTOLOGICA DOS MASTOCITOS

Amostras de dura-mater com mesma area em todos 0s grupos, e
quantidades semelhantes de mastdcitos presente em toda a dura, foram coradas
com azul toluidina acidificada (0,1%) (pH 2.5) durante 5 min, e examinadas
utilizando um microscépio de luz por dois observadores cegos para as condigoes
experimentais. A degranulacdo de mastécitos foi definida como o conteudo de

granulos visivel no exterior da célula ou perda de mais de 50% de coloracao

celular ou ambas (ROZNIECKI et al., 1999)23.
Figura 3 - Analise microscopica dos mastocitos nas amostras da dura-Mater. A) Mastdcito
degranulado; B) Mastoécito degranulado; ambos capturados na Iamina R4 do grupo controle em

fémeas; C) Mastaocito granulado na lamina R3 do grupo topiramato em machos.
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3.6. ANALISE DE DADOS

A analise estatistica foi feita através do software Graphpad prism versao

8.0.3 e realizou-se o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, posterior teste
t de Student para analise entre 2 amostras independentes e o teste ANOVA para
comparagao entre 3 ou mais amostras independentes. Todos os valores foram
descritos média + EP. As diferengas foram consideradas significativas quando

p<0,05.

3.7 CONFLITO DE INTERESSE

Declaramos nao haver qualquer conflito de interesse da proposta

apresentada.
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4 RESULTADOS

Os grupos controle, machos e fémeas, foram comparados paradeterminar
se a diferenca entre os sexos iria interferir a resposta da capsaicina quanto a
porcentagem de mastocitos degranulados e observou-se que os resultados foram
semelhantes entre os sexos [fémeas (73,11+x3%) versus machos (75+3%);
(p<0,001)] (Figura 4).

Os grupos que receberam tratamento prévio de topiramato e agua
deionizada por meio do método de gavagem apresentaram resultados altamente
significativos, visto que o grupo tratado com topiramato apresentou uma
porcentagem significativa de redugcdo de mastécitos degranulados diferentemente
do grupo tratado com &gua deionizada quando induzido com capsaicina
(22,80£1,17% versus 77,00£1,32%, p<0,001) (Figura 5).

A dura-mater tratada com topiramato juntamente com capsaicina apresentou
uma reducdo significativa de mastoécitos degranulados (35,74+1,69% controle
veiculo versus 44,52+0,82% capsaicina+topiramato; p=0,005), porém o melhor
tratamento preventivo foi o grupo tratado previamente com topiramato por 10 dias
(Figura 6). Esses grupos demonstraram que a presenca da droga antiepiléptica
predominou mais do que o indutor da despolarizagdo dos neurbnios (capsaicina)
(Figura 7).

A porcentagem de mastécitos na analise estatistica esta relacionada ao
numero total de mastdcitos degranulados observados em toda a amostra de dura-

mater.

Figura 4 - Dados do grupo controle estimulados com capsaicina entre fémeas (n=7) e

machos (n=7).
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Figura 5 - Comparacgao dos grupos tratados durante 10 dias por gavagem em controle

veiculo (machos; n=7) e topiramato (machos; n=7).
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Figura 6 - Comparacao entre a dura-mater tratado in situ com topiramato versus dura-

mater com veiculo, ambas na presenca da capsaicina (machos; n=7).

Dura-mater

100 -

&0

Mastocitos degranulados
(%)

Controle (n=14), Capsaicina (n=7) e Capsaicina+topiramato (n=7). Letras diferentes significa

p<0,001). Analise estatistica com teste paramétrico ANOVA.
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Figura 7 - Inducdo da capsaicina e prevencao pelo topiramato nos eventos principais da dor de
cabecga. + Ativagdo; - Inibicdo. Mastocitos granulados, mantém a forma da membrana plasmatica e
mastocitos degranulados, membrana rompida e granulos saindo da célula. Os mastécitos estdo localizados

préximos dos neurdnios e das artérias. Estes granulos pro- inflamatérios liberados ativam a liberacdo de

peptideos vasoativos pelas fibras dos neurénios, dilatando as
artérias cerebrais.
Capsaicin Topiramate
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ARTIGO 1: ACTION OF CAPSAICIN IN THE DEGRANULATION OF MAST CELLS

IN DURA MATER OF RATS: LITERATURE REVIEW

Introduction

The mast cells are present in the proximity of sensory nerve fibers in the rat dura
mater.! There is an interaction between mast cells with C fibers in the dura mater.?
Vasodilation, plasma leakage and degranulation of mast cells contribute to the release of

pro-inflammatory substances in the dura mater, probably related to migraine attack.>

5

The mast cell degranulation has been suggested as an important element of
neurogenic inflammation (IN), as mast cells exclusively release histamine that is
activated by the release of CGRP at the trigeminal terminals.®® Histamine mediating
CGRP receptors are likely to be located in mast cells.®'? In addition to CGRP, histamine
also interacts with increased production of nitric oxide (NO) in the mast cells. 3¢ All three
chemical mediators contribute to vasodilation and IN.'7 Therefore, CGRP is able to
release histamine and increase NO production from meningeal mast cells and act as a
very potent vasodilator of intracranial arteries, occupying a prominent position in the

nociceptive elements in the primary cascade of a headache attack.'”

The capsaicin is one of the chemicals used in animal studies to activate the
trigeminovascular system mimicking part of the migraine pathophysiological process and
serving as an experimental model, as it is associated with the release of sensory
neuropeptides, through the opening of cationic channels that results in accumulation of
intracellular calcium, and mast cell activation.'® These mast cells, through vasoactive
mediators, contribute to stimulation of the large cranial arteries resulting in IN and this
innervation is essential for their involvement in primary headaches.®?! Thus, as it was shown,
this review aims to deepen the knowledge about the mechanisms of action of capsaicin
and other chemical inducers in the involvement of mast cell degranulation in amigraine

attack.

Methods

This review was conducted with articles that used capsaicin to activate mast cells,
in addition to other chemical inducers that demonstrated interaction between the dura

mater and mast cells. The search was carried out with articles published between the
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years 1980 and 2019. Articles from SciELO, U.S. National Library of Medicine and the
National Institutes Health (PubMed) and Web of Science databases were evaluated. As
search strategy, the following terms were used: "Capsaicin" and "mast cell" and "dura-
mater" selected in consultation with the Medical Subject Headings (MeSH). The inclusion
criteria were experimental model studies in rats that described the mechanisms of action
of chemical inducers, including capsaicin. Initially, the titles and abstracts of the articles
found were read. Then, the articles were read and, finally, an additional search was
carried out that tracked reference lists of all identified articles.
Results

Of the total 50 articles found, 36 were selected for this review.
Discussion

The mechanisms of action of capsaicin

Capsaicin in experimental animals is used to induce inflamation via chemical
stress that increase vascular permeability in the dura mater of rats by activating mast

cells caused by the release of neuropeptides.?%23
The TRPV1 channel acts as a sensory mediator to stress. After activation of these
channels, they contribute to the opening of intracellular calcium and potassium output,
leading to hyperpolarization of trigeminal ganglion neurons and vasodilation through the
release of CGRP and substance P. Thus, TRPV channels play vital roles in the
vasculature and an important mediator for vascular responses. 24%® Baylie e Brayden
(2011) demonstrated stimulating actions increase the release of vasoactive peptides.??
Szolcsanyi (1990) analyzed the depletion of sensory neurons by capsaicin and the
relation of neuropeptides released in the analysis of the diameter of the cranial arteries,
to verify whether there was dilation, and consequently, migraine.?® Huang et al. (2018)
observe that chemical stimulation with capsaicin also influences the release of CGRP

assessed immunohistochemically through the polyclonal antibody of rabbits.
27

The activation of mast cells by capsaicin leads to degranulation and the
consequent release of pro-inflammatory substances (histamine and nitric oxide).
Histamine increases CGRP levels released by C fiber neurons and consequently more
numbers of degranulated mast cells, a positive feedback cycle, and nitric oxide
contributes to controlling the viability of cranial arteries.?? In studies using capsaicin, it
was observed that in neonates, chemical stimulation destroyed the peptidergic nerve

endings, demonstrating that stresses in neonates do not induce mast cell
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degranulation.?223
The stimulating action of capsaicin to increase the release of neuropeptides
causes depletion of sensory neurons, releasing CGRP causing destruction of
peptidergic nerve endings in neonatal animals that do not have a consistent neural
structure. Dimtriadou et al. (1991) used capsaicin (50mg/kg; 48 h) administered
subcutaneously in rats and do not had statistcical difference in mast cell degranulation
of the dura mater. Years later, with higher doses of capsaicin (50 mg / kg 1 day of life
and 100 mg / kg 3 days of life) there was a statistical difference in the degranulation of
mast cells from the dura mater, due to the increase in the capsaicin dose. %4-2° Thus,
neonates are not a good experimental model to mimic the pathophysiology of migraine,
because they do not have a consistent and defined neural structure as in adult rats.
In studies with adult rats, capsaicin was able to induce a dose-response in the
histamine release and consequent activation of mast cells, observing significant
degranulation results.3® As observed in another study that showed that foods
containing capsaicin are able to suppress neuropeptides such as substance P that can
cause the co-release of CGRP, since they are often located in the same neuron, thus
activating the release of histamine in mast cells, thus mediating mast cell activation.3'
This connection of mast cells with sensory neurons in the dura mater has a bidirectional
response, where it signals responses with the nerves in relation to the external
environment and endogenous and exogenous substances and degranules in response
to dural signals for the body's immunity. 32-33
In adult rats, it was also shown, through other inducers, as cholinergic agents
(carbacol and nicotine); ovarian hormones and compound 48/80, the percentage of
degranulated mast cells in the dura mater and its relationship with migraine. It was
observed that these chemical inducers had different mechanisms of action to activate
mast cells, presenting significant results in the percentage of degranulation and in the
pathophysiology of migraine.34-36
In the study relating the ovarian hormones (estradiol and progesterone) to the
density of mast cells in the dura mater and their potential role in headache, it is observed
that the application of estrogen, but not progesterone, increases the density of mast
cells.3* In the study of differentiating PACAP-38 to 27 in the dura mater and the frequency
of mast cell degranulation, it was found that the difference is not in the PAC1 receptor but
because PACAP38 has greater induction in mast cell degranulation by acting via
phospholipase C.3°And in the study of cholinergic agents in the activation
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of calcium channels sensitized by CGRP, there is a relationship that suggests nociceptive
regulation of the meninges, providing firing to primary afferents assuming that this is the
source of the headache, causing a significant mast cell degranulation and inducing
vasodilation in the dura mater.® Then, other stimulants have mechanisms of action that
resemble capsaicin to degranulate mast cells and increase the levels of these three

inflammatory mediators.

Thus, in view of my findings, probably due to the actions of capsaicin, it is possible
to study the pathophysiology of migraine by mast cell degranulation. Mast cell
degranulation was considered a fundamental element for migraine, as activation and
consequent degranulation increases the plasma levels of 3 chemical mediators (CGRP,
histamine and nitric oxide) that are related to vasodilation. Capsaicin, with its neuron-
stimulating action, opens calcium ion channels, leading to neuron hyperpolarization and

the release of vasoactive neuropeptides, activating mast cells and causing vasodilation.

Conclusion

The method of inducing mast cell degranulation by chemical activation of
capsaicin, and other inducers, mimics the pathophysiological process of migraine by
activating the trigeminovascular system and its interaction with trigeminal nerves in

response to neurogenic inflammation.
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ARTIGO 2: EFFECT OF CAPSAICIN AND TOPIRAMATE ON MAST CELL

DEGRANULATION IN RAT INTRACRANIAL DURA MATER: NEW IN VIVO MODEL

Introduction

In the last 10 years, some studies have demonstrated the relationship between
the dura mater and migraine, in which this disorder has pathophysiological mechanisms
such as abnormal changes in the nervous system, neurotransmitters, neuromodulators
and neuropeptides’™®. The dura mater is a sensory organ that has a rich afferent
innervation and a wide network of blood vessels. This meninges has a large amount of
C fiber from the trigeminal ganglion containing substances that may be involved in the
modulation of migraine pain, including the peptide related to the calcitonin gene (CGRP)2.

Mast cells are defense cells that interact with the C fibers of the axons of the
trigeminal ganglion®®. These mast cells contain granules with pro-inflammatory action
that are released after some neurogenic inflammation (IN) ®''. Chemical and electrical
stimuli induce inflammation leading to the release of neuropeptides (CGRP) via
exocytosis by C fibers, which transmit pain, causing mast cell degranulation. This mast
cell-nerve interaction is suggested as one of the main contributors to IN'2-14,

Capsaicin is a chemical substance used to induce inflammation causing
despolarization of neuron terminals, since it activates TRPV1 channels. These channels
are cations that cause increased release of CGRP in the artery, producing an increase in
meningeal blood flow and mast cell degranulation to simulate migraine pain in guinea
pigs 1518,

Topiramate (TPM) has a variety of mechanisms of action that act to prevent
migraine, since it influences trigeminovascular activity, such as its inhibition in the
excitatory of neurons, blocking sodium (Na *) channels and activating calcium channels.
(Ca?*), helping to decrease the release of neurotransmitters and vasoactive peptides.
19-22

Thus, the objective was to create an in vivo experimental model with a cranial
window to evaluate the action of capsaicin and topiramate in the percentage of

degranulated mast cells in the dura mater of Rattus norvergicus rats.
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Methods
1. Animals

All experimental procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use
(CEUA) of the Federal University of Pernambuco (UFPE) (n0: 23076.041888 / 2018- 90).
35 Adult rats (Rattus norvergicus) (60-day old) were divided into 5 groups: 3 control
groups stimulated with capsaicin (females, n = 7; males, n = 7 and male gavage,n = 7)
and 2 treatment groups [gavage topiramate / 10 male days (n = 7) and male acute
topiramate (n = 7)] with weights between 200-300 g were kept in an air- conditioned room
on a 12/12 hour light / dark cycle with food and water ad libitum available, and placed in
individual cages divided by group and with a maximum of 4 rats per cage.
2. Anesthetic procedures
The 35 rats with 60 days of life were anesthetized with ketamine (1ml/kg) and xilasine

(0.1/kg) via intraperitoneal.

2.1 In vivo model
The skin over the head was opened, exposing the skull. With the help of a drill, an opening
of a 6 mm (rostro-caudal) and 4 mm (lower-upper) cranial window was carefully performed
on the parietal bone to expose the dura mater between the coronal and lambda, slightly below
the sagittal line on both sides of the skull (Fig.1). Subsequently, 20 ul of SIF with 0.1% ethanol
(Control) was added on the left side of the rat's dura mater for 30 seconds, and exposed to
contact for the same period of time with a cotton pad soaked with 60 microliters to avoid the
leakage of treatment. The same procedure was performed on the right side of the skull,
however, 10-3 M capsaicin diluted in ethanol (0.1%) and SIF was added. Right after the surgery,
the brain with the dura was stored in a collector with 10% buffered formaldehydefor 24 hours.
The dura mater samples were stained with 0.1% toluidine blue and slides weremade to count
degranulated and granulated mast cells under light microscopy at 400x magnification (Fig 2).
Figure 1. Representative drawing of the in vivo model of the cranial windows for exposure

of the dura mater. The cranial windows are the red squares in the figure.
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3. Groups and treatments
3.1. Group control

3.1.1 Females

The animals were anesthetized and after opening the cranial window, the dura
mater on the left side was washed with 20uL of SIF with ethanol for 30 seconds and
exposed to contact for the same period of time with a cotton soaked with 60 microliters,
using a 100 pL pipette. On the right side of the skull, the dura mater was stimulated with
capsaicin (10-3M) for another 60 seconds. Females were used to demonstrate whether

there would be a difference in the percentage of mast cells in relation to gender.

3.1.2 Males

The animals were anesthetized and after opening the cranial window, the dura
mater on the left side was washed with 20uL of SIF with ethanol for 30 seconds and
exposed to contact for the same period of time with a cotton pad soaked with 60
microliters to avoid leakage. treatment using a 100 pL pipette. On the right side of the
skull, the dura mater was stimulated with capsaicin (10-3M) for another 60 seconds.
The male is the most used sexual gender since in some experimental models the

estrous cycle of females interferes in the data.

3.1.3 Control overhead

The male rats were anesthetized and after opening the cranial window, the dura mater
on the left side was washed with 20uL of SIF with ethanol for 30 seconds and exposed
to contact for the same period of time with a cotton pad soaked in 60 microliters, using
a 100 pl pipette. On the right side of the skull, the dura mater was stimulated with

capsaicin (103M) for another 60 seconds. The gavage was performed only with
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deionized water (1 mL) for 10 days before the surgical procedure to expose the animals
to the same stress as the animals treated with topiramate and demonstrate whether the
stress would interfere with the treatment data. Deionized water was used as the treatment
solvent.

3.2. Treatment group

3.2.1 Topiramate
The rats were previously treated with a solution of 1 mL of SIF with 20 mg of topiramate
with ethanol (0.1%) orally (gavage) for 10 days of gavage for later opening of the cranial
window and washing the dura mater with SIF (20uL) for 30 seconds and exposed to
contact for the same period of time with a cotton soaked with 60 pL left side and capsaicin

following the same pattern as the other groups, (80 pL) 10-3M on the right side.

3.2.2 Acute Topiramate

The rats did not receive any previous treatment, but it was placed in situ in the dura mater
together with 10 M capsaicin with ethanol (0.1%). The dura was exposed for washing
with SIF on the left side (20 pL) for 30 seconds and exposed to contact for the same
period of time with a cotton soaked with 60 microliters, and topiramate (103 M) with
capsaicin in the concentration 103 M on the right side, following the same pattern as the
other groups.

Figure 2- Drill used to scrape the skull and perform cranial windows and pipette to
measure the solution (SIF-ethanol; Capsaicin and Topiramate). The drill is on the left side

of the skull and the pipette is in the right skull window.
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4 Histological analysis of mast cells

Samples of dura mater were stained with acidified toluidine blue (0.1%) (pH 2.5) for 5
min, and examined using a light microscope by two observers blinded to the experimental
conditions. Mast cell degranulation was defined as the granule content visible outside the
cell or loss of more than 50% of cell staining or both (ROZNIECKI et al, 1999) 23.
Figure 3- Microscopic analysis of mast cells in the dura mater samples. A)
Degranulated mast cell; B) Degranulated mast cell; both captured in the R4 slide of the
control group in females; C) Mast cell granulated in the R3 slide of the topiramate group

in males.

5. Data analysis

Results

The statistical analysis was performed using the Graphpad prism software version 8.0.3
and the Kolmogorov-Smirnov normality test was performed, later Student's t test for
analysis between 2 independent samples and the ANOVA test for comparison between
3 or more independent samples. All values were described as mean + EP. Differences

were considered significant when p <0.05.

Effect of topiramate and capsaicin on the percentage of degranulated mast cells

The control groups, males and females, were compared to determine whether the

difference between genders would interfere with capsaicin response as to the percentage of

degranulated mast cells and it was observed that the results were similar
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between genders [females (73.11 £ 3 %) versus males (75 + 3%); (p <0.001)] (Figure
4).
The groups that received previous treatment of topiramate and deionized water through
the gavage method showed highly significant results, since the group treated with
topiramate showed a significant percentage of reduction in degranulated mast cells
differently from the group treated with deionized water when induced with capsaicin (
22.80 +1.17% versus 77.00 £ 1.32%, p <0.001) (Figure 5).
The dura mater treated with topiramate together with capsaicin showed a significant
reduction in degranulated mast cells (35.74 £+ 1.69% vehicle control versus 44.52 +
0.82% capsaicin + topiramate; p = 0.005), but the best treatment preventive was the
group previously treated with topiramate for 10 days (Figure 6). These groups
demonstrated that the presence of the antiepileptic drug predominated more than the
neuron depolarization inducer (capsaicin) (Figure 7).
The percentage of mast cells in the statistical analysis is related to the total number of
degranulated mast cells observed in the entire dura mater sample.

Figure 4. Data from the control group stimulated with capsaicin between females

(n=7) and males (n =7).
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Figure 5. Comparison of groups treated for 10 days by gavage in vehicle control

(males; n = 7) and topiramate (males; n = 7).
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Figura 6. Comparison between dura mater treated in situ with topiramate versus

dura mater with vehicle, both in the presence of capsaicin (males; n = 7).
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Figure 7. Capsaicin induction and prevention by topiramate in major headache
events. + Activation; - Inhibition. Granulated mast cells, maintain the shape of the plasma
membrane and degranulated mast cells, ruptured membrane and granules coming out of
the cell. Mast cells are located close to neurons and arteries. These released
proinflammatory granules activate the release of vasoactive peptides by neuron fibers,

dilating the cerebral arteries.

Discussion

The present work, unprecedented in vivo, proved that capsaicin chemically
induces mast cell degranulation in both genders in adult rats and that topiramate, an
antiepileptic drug, proved to be a neuromodulatory drug, quite effective in preventive and
acute migraine. However, in the study by Dimtriadou et al. (1991) who used capsaicin
(50mg / kg; 48h of life) administered subcutaneously in neonatal rats, found no
statistically significant difference in mast cell degranulation, since they did not contain a
complex and defined neural structure, thus chemical stimulation destroyed the
peptidergic nerve endings, demonstrating that stresses in neonates do not induce mast
cell degranulation. 24

In the same study, years later, the capsaicin dose was increased (50 mg / kg
1 day of life and 100 mg / kg 3 days of life), with statistical difference in mast cell
degranulation 25 Some experimental studies have also reported interest in check if there
is a difference in the percentage of mast cell degranulation according to gender, using
other inducers as cholinergic agents (Carbacol and Nicotine); ovarian hormones and
compound 48/80, presenting in their results, similar data that corroborate with our article,

that gender does not influence or interfere in the percentage of mast cells or in
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the amount of degranulated mast cells. 3.26.5

In studies with experimental animals, there is an interest in activating neurons in
the dura mater, since the trigeminovascular system plays a fundamental role in migraine.
Systemic administrations via chemical substances are widely used to evaluate the
mechanisms that express the activation and increase of migraine neuromodulators. In
the study by Lukacs and his collaborators (2017), they activate thetrigerminal complex
through an immunopotentiator, Complete Freund's Adjuvant (CFA), applied locally to the
dura mater and inhibited by acid-derived cyurenic (KYNA,300mg / kg) administered
intraperitoneally. And they observed that CFA increased the immunoreactivity of C-fos
and glutamate in neurons, in addition to which positive PACAP fibers were detected, and
CGRP and substance P were detected. KYNA, on the other hand, has a neuroprotective
effect, acting on glutamate receptors, inhibiting its release and consequently reducing the
excitatory triggers of ganglion neurons27.

Capsaicin, due to its stimulating action in increasing the release of
neuropeptides and causing the depletion of sensory neurons, is widely used in studies of
CGRP release 28,29. Few studies, such as that by Cheng et al. (2006), managed to
demonstrate that the effect of capsaicin was related to histamine changes by dose-
response 30. as observed in the study by Frydas et al. (2013), which showed that foods
containing capsaicin can suppress neuropeptides as the substance P that can cause the
co-release of CGRP, since they are often located in the same neuron, activating the
release of histamine in mast cells, mediating the activation of mast cells 31. This
connection of mast cells with sensory neurons presents a bidirectional response, where
it signals responses with nerves in relation to the external environment and endogenous
and exogenous substances and degranulate response to dural signals for the body's
immunity. 32.33

Mast cell degranulation was affected by pretreatment with topiramate and also
acutely as it inhibited the role of capsaicin, defining its preventive effect on migraine. The
same is seen in the studies by Storer, Goadsby (2004) who uses an electrode to evoke
the dilation of blood vessels bilaterally in the skull, in addition to topiramate and this
electrical stimulation together with the action of topiramate acted by inhibiting cell firing
in the trigeminocervical complex (TCC) at a dose of 30 mg kg-1 in cats. 34 Another study,
carried out by Akerman, Goadsby (2005) also uses an electrode to stimulate the superior
sagittal sinus and consequently activate the primary trigeminal afferents, also observing
that topiramate inhibited the shots via dose-dependent (3, 5,
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10, 30 and 50 mg / kg). At the dose of 5 mg / kg and in the time of 30 min, the reduction
of the trigger was 50 + 6% and at the dose of 50 mg / kg it was reduced to 80 + 8% at
60 minutes. 35 In the study by Huang et al. (2018), they used capsaicin intracisternally in
adult rats for harmful meningeal stimulation through repeated triggers of the activation of
the trigeminovascular system and release of CGRP and topiramate at a dose of 30 mg/
kg significantly inhibited capsaicin-induced CGRP expression in adult rats. 36

. Topiramate has multiple actions that can act synergistically to contribute to the
prevention of migraine. GABA-A-mediated inhibition and changes in ion channels
improve neurotransmission by preventing headaches as it blocks the release of
vasoactive peptides and the sensitization of afferent and primary central neurons. In
addition, topiramate is the only one within EADS that has the ability to modify excitatory
neurotransmission through kainate and AMPA receptors. In addition to preventing

synchronous firing of neurons. 37
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Conclusion
The new in vivo experimental model mimics part of the pathophysiological
process of migraine from the mechanical and chemical activation of the trigeminovascular
system, evaluating the participation of capsaicin and topiramate drugs in the
histochemical analysis of mast cells and their interaction with trigeminal nerves in
response to neurogenic inflammation Thus, the method of inducing mast cell
degranulation by capsaicin and its inhibition by topiramate is quite efficient, with good

reproductibility.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho, de maneira inédita in vivo, comprovou que a capsaicina
induz quimicamente, a degranulagcdo de mastdécito, em ratos adultos de ambos os
sexos e que o topiramato, diminuiu a degranulagdo dos mastocitos na dura-mater
apos a acao da capsaicina dependente da dose 20mg/kg, com a intencdo de
observar o efeito protetor, com uma concentragdo menor do que existe na literatura.
Ndo ha estudos na literatura desse modelo experimental com analise de
degranulagao de mastacitos, utilizando a capsaicina como estimulantequimico e o
topiramato como farmaco preventivo da enxaqueca, nareducao da degranulagao
de mastaocito.

Resultados diferentes foram descritos no estudo de Dimtriadou et al. (1991)
quando esses autores utilizavam a capsaicina (50mg/kg; 48 horas de vida)
administrada por via subcutanea em ratos nao apresentavam diferenca estatistica
na degranulagdo de mastocito durais em neonatais, pois a agdo estimuladora da
capsaicina destruiu as terminagdées nervosas peptidérgicas. Anos depois, com
doses maiores de capsaicina (50 mg/kg 1 dia de vida e 100 mg/kg 3 dias de vida)
houve diferenca estatistica na degranulagao de mastocito da dura-mater, devido ao
aumento da dose de capsaicina (DIMTRIADOU et al., 1997). Assim, neonatais nao
sdao um bom modelo experimental para mimetizar a fisiopatologia da enxaqueca,
porque nao apresentam uma estrutura neural consistente e definida como nos ratos
adultos.

Varios estudos experimentais também tém reportado a analise estatistica
dos mastocitos com relagcdo ao sexo, utilizando outros indutores como agentes
colinérgicos (carbacol e nicotina); horménios ovarianos e composto 48/80,
apresentando em seus resultados, dados semelhantes que corroboram com nosso
artigo de que o sexo nao influencia nem interfere na porcentagem de mastocitos
durais e que a degranulacdo durante as fases do ciclo estral ndo apresenta
diferenca estatistica quando comparada aos machos (BOES, LEVY, 2012; BAUN
et al., 2012; KLINIC et al., 2015). Demonstrados dados diferentes com o que ocorre
em humanos. Pois as mulheres tendem a ter uma maior probabilidade de dor de
cabeca devido ao ciclo menstrual e gravidez.

A capsaicina é bastante utilizada em estudos com animais experimentais

de liberacdao de CGRP devido a sua acéo estimuladora de aumento da liberacao
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de neuropeptidios e de provocar o esgotamento dos neurdnios sensoriais. Poucos
estudos, (Cheng et al., 2006), demonstraram que o efeito da capsaicina estava
relacionado a alterac¢des de histamina por dose-resposta. Assim como observado
no estudo de Frydas et al. (2013), que evidenciou que comidas que continham
capsaicina conseguem aumentar a liberagdo de neuropeptidios comoa substancia
P que pode provocar a co-liberacdo de CGRP, visto que estao frequentemente
localizados no mesmo neurdnio, ativando a liberagcdo de histamina nos
mastoécitos, mediando a ativagcdo dos mastocitos. Essa conexdo dos mastécitos
com 0s neurdnios sensoriais apresenta uma resposta bidirecional, onde sinaliza
respostas com os nervos com relagdo ao ambiente externo e substancias
enddgenas e exogenas e degranula em resposta aos sinais durais para a
imunidade do organismo (WALLENGREN, HAKANSON, 1987; LEVY et al., 2012).
Nesse estudo, a degranulacdo de mastocito foi afetada pelo pré-
tratamento com o topiramato e também de forma aguda visto que inibiu a a¢do da
capsaicina. Estudos preventivos utilizam do método de gavagem para avaliar o
efeito protetor dos farmacos sistemicamente e seus mecanismos de acgao de
forma fisioldgica e sua atuagdo em varias areas do sistema nervoso central (WU
et al., 2014; TUNALI et al., 2020). O mesmo ¢ visto nos estudos de Storer,
Goadsby (2004) que utiliza no seu estudo um eletrodo para evocar a dilatagdo dos
vasos sanguineos bilateralmente no cranio através da estimulagao elétrica e o

topiramato demonstrou inibir o disparo celular no complexo trigeminocervical

(TCC) na dose de 30 mg kg'1, em gatos.

Outros estudos, como Akerman, Goadsby (2005) utiliza também no seu
modelo experimental um eletrodo para estimular o seio sagital superior e
consequentemente ativar os aferentes trigémeos primarios e também foi observado
gue o topiramato demonstrou inibir os disparos de modo dose dependente (3, 5,
10, 30 e 50 mg/kg). Na dose de 5 mg/kg e no tempo de 30 min, a reducao do disparo
foi em 50 + 6% e na dose de 50 mg/kg foi reduzido para 80
+ 8% aos 60 minutos. No estudo de Huang et al. (2018), eles utilizaram a capsaicina via intra-
cisternal em ratos adultos para estimulacdo meningea nocivaatravés de repetidas
provocacdes da ativacao do sistematrigeminovascular e liberacdo de CGRP e o

topiramato na dose 30 mg/kg inibiu
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significativamente expressdo de CGRP induzida por capsaicina em ratos adultos.

O topiramato apresenta multiplas agdes que podem atuar sinergicamente
para contribuir na prevencao da enxaqueca. A inibicdo mediada por GABA-A e as
alteragcbes nos canais ibnicos melhoram a neurotransmissdo impedindo doresde
cabeca visto que bloqueia a liberagao de peptideos vasoativos e a sensibilizagédo
dos neurdnios aferentes e centrais primarios além da ativagdo dos mastdcitos
(ALIM et al., 2017). Além disso, o topiramato € o unico dentro dos AEDS que possui
a capacidade de modificar a neurotransmissao excitatéria através dos receptores
cainato e AMPA, presentes na dura-mater e nos mastocitos, inibindo a expressao
de c-fos e glutamato (LUKACS et al., 2017). Além de impedir o disparo sincrono
dos neurénios (WHITE, 2005).

Destarte, diante dos meus achados, provavelmente por agdes da
capsaicina e do topiramato, o novo modelo experimental € factivel de estudar a
fisiopatologia da enxaqueca pela degranulacdo de mastdcitos. A degranulagao
de mastdcito foi considerada como um elemento fundamental para a enxaqueca,
pois a ativacao e consequente degranulagcdo aumenta os niveis plasmaticos de
3 mediadores quimicos (CGRP, histamina e éxido nitrico) que estao relacionados
a vasodilatacdo. A capsaicina com sua ag¢ao estimuladora de neurénios, abre os
canais idnicos de calcio, levando a hiperpolarizagdo dos neurdnios e liberagao
de neuropeptideos vasoativos, ativando o0s mastocitos e causando
vasodilatacao. O topiramato, por sua vez, bloqueia as agdes da capsaicina, pois
ele modifica a neurotransmissao, bloqueando os canais ibnicos via AMPA e
kainato e o receptor da capsaicina (TRPV1), reduzindo a liberacao de
neuropeptideos vasoativos, inibindo a ativacdao de mastocitos, vasodilatacao,e

consequentemente, ndo havendo enxaqueca.
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6 CONCLUSOES

O novo modelo experimental in vivo mimetiza parte do processo
fisiopatolégico da enxaqueca a partir da ativagdo quimica do sistema
trigeminovascular com a capsaicina, avaliando a participacdo dos farmacos
capsaicina e topiramato na porcentagem de degranulacdo de mastocitos e
observando o efeito protetor e eficaz do topiramato na inibicdo das acgbes da
capsaicina, reduzindo a porcentagem de degranulaca de mastdcito Dessa forma o
meétodo de indugdo da degranulagdo de mastocito por capsaicina e a sua redugao
pelo do topiramato ¢é bastante eficiente, apresentando ser factivel de
reprodutibilidade para que estudos futuros possam trazer uma solu¢do para o

tratamento da enxaqueca.
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GR-Granulado; DG-Degranulado.

R7

Média DP

162 212,1429 52 31452
107 119,5714 40,22792
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n

DG
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45,65%
44,60%
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43,29%
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41,86%
44,52%

179 67,41414
146,2857  61,13841
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21,58%
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ANEXO C-

HISTOMORPHOMETRIC ANALYSIS OF MAST
CELLS IN DIFFERENT REGIONS OF HUMAN
INTRACRANIAL DURA MATER

Histomorphometric analysis of mast cells in different

regions of human intracranial dura mater
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ANEXO D- COMITE DE ETICA ANIMA

¢ idade Federal de Per
Centro de Biociéncias

50670-420 / Recife — PE ~ Brasil
Fones: 2126 8842
ceua@ufpe.br

Recife, 11 de julho de 2019

Oficio n° 38/19

Da Comiss#o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Marcelo Moraes Valenga

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.041888/2018-90

Certificamos que a proposta intitulada “Liberagéo in vivo de CGRP e ocitocina de
dura- mater de rato: influéncia do topiramato da sumatriptana ”. registrado com o
n° 23076.041888/2018-90 sob a responsabilidade de Prof. Marcelo Moraes Valenca
o0 que envolve a produgéo, manutengéo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo V¢ ({ L para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL .
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de
02/07/2019

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagéo 10/08/2019 a_11/08/2020
Espécie/linhagem/raca Rato heterogenico

| N° de animais 48
Peso/ldade 200-250g/ 60 dias
Sexo Macho ( 48)
Origem: Biotério de Criagéo Bioterio do Departamento de Anatomia
Destino: Biotério de Experimentacéo Bioterio do Departamento de Anatomia

Atenciosamente,

Proft Di? lsvania Lopes
! Vice-Presidente
{8 S

3 S1APE N2 19030
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