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RESUMO

A dura-mater intracraniana humana ¢ a meninge mais externa que recobre o cérebro e possui
vasos sanguineos, mastocitos e fibras nervosas que exercem um papel importante em
processos neuroinflamatérios, como a migranea. O topiramato ¢ um medicamento profilatico
da migranea, contudo sua ag¢do na dura-mater, ainda ¢ incerta. Neste contexto, objetivou-se
avaliar os aspectos morfofisiologicos de mastocitos na dura-mater humana e a liberacdo in
vitro de 6xido nitrico (NO), de peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) ¢ a
degranulacdao de mastocitos sob agdo do topiramato. Em uma primeira analise foram coletadas
oito amostras de dura-mater intracraniana de cadaveres humanos. As amostras inteiras foram
fixadas, e dois fragmentos de 1,5 cm2 cada, foram cortados de quatro distintas areas da
convexidade da dura-madter, totalizando 64 fragmentos. Foram avaliados os pardmetros
morfofisiologicos: distancia dos mastdcitos aos vasos, densidade de mastocitos e porcentagem
de mastocitos degranulados. Em outra andlise, os espécimes de dura-mater obtida de
cadaveres (n=4) foram lavadas com fluido intersticial sintético (SIF) a 25° C por 30 minutos.
Posteriormente, foram divididas em fragmentos (n=7) que foram incubados por 15 minutos
com SIF e em seguida por 30 minutos na presenga ou ndo do topiramato em diferentes
concentragdes: 10-6 M, 10-8 M e 10-10 M. Apds o tratamento, o meio de incubagdo foi
trocado por uma solucao de cloreto de potadssio (KCl) a 60 mM por 30 minutos. O teor de
CGRP e NO liberado foi quantificado pelo método de ELISA e Reacdo de Griess,
respectivamente. Os fragmentos de dura-mater das duas analises foram transferidos para o
formol tamponado a 10% e em seguida foi feito o processamento histologico. A degranulagao
dos mastdcitos foi examinada por microscopia Optica. A primeira analise demonstrou um
maior numero de mastdcitos proximos de vasos venosos foi encontrado na camada periosteal
(17,01 £ 10,13 células/ mm2) do que na camada meningea (14,10 £+ 6,95 células/ mm?2). Os
mastdcitos proximos ao seio sagital superior se apresentaram em maior quantidade juntos aos
vasos venosos (16,71 £ 10,05 células/ mm2) do que aos vasos arteriais (11,18 &+ 7,52 c€lulas/
mm?2). A segunda analise mostrou que o tratamento com topiramato na concentragdao de 10-
10 M apresentou uma menor porcentagem de mastocitos degranulados por mm2 (75,39% +
0,27) quando comparado com controle. Desta forma, este estudo evidenciou que os mastocitos
estdo localizados proximos aos vasos venosos da camada periosteal e na regido proximal do
seio sagital superior. Além disso, sugere-se que o topiramato nas menores concentragdes
apresenta um efeito protetivo sobre a degranulagcdo dos mastdcitos.

Palavras-chave: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina; Topiramato; Oxido nitrico;

Mastoécitos; Seio sagital superior; Degranulagdo celular.



ABSTRACT

The human intracranial dura mater is the outermost meninges covering the brain and has blood
vessels, mast cells, and nerve fibers that play an essential role in neuroinflammatory processes
linked to the physiopathology of migraine disorders. Topiramate is a prophylactic migraine
drug, but its action on the dura mater is still uncertain. In this context, the objective of this
study was to evaluate the morphophysiological aspects of mast cells in the human dura mater
and the in vitro release of nitric oxide (NO), calcitonin gene-related peptide (CGRP), and the
degranulation of mast cells under the action of topiramate. In a first analysis, eight samples of
intracranial dura mater from human cadavers were collected. The entire samples were fixed,
and two fragments of 1.5 cm2 each were cut from four distinct areas of the convexity of the
dura mater, totaling 64 fragments. The morphophysiological parameters were evaluated:
distance from mast cells to vessels, mast cell density, and percentage of degranulated mast
cells. In another analysis, dura mater specimens obtained from cadavers (n=4) were washed
with synthetic interstitial fluid (SIF) for 30 minutes. Subsequently, they were divided into
fragments (n=7) that were incubated for 15 minutes with SIF and then for 30 minutes in the
presence or not of topiramate at different concentrations: 10-6 M, 10-8 M, and 10-10 M. After
treatment, the incubation medium was changed to a 60 mM potassium chloride (KCI) solution
for 30 minutes. The content of CGRP and NO released was quantified by ELISA and Griess
Reaction methods, respectively. The dura mater fragments from the two analyzes were
transferred to 10% buffered formalin and then histologically processed. Mast cell
degranulation was examined by light microscopy. The first analysis showed that more mast
cells close to venous vessels were found in the periosteal layer (17.01 + 10.13 cells/ mm?2)
than in the meningeal layer (14.10 = 6.95 cells/ mm2). Mast cells more proximate to the
superior sagittal sinus were present in greater numbers near the venous vessels (16.71 £ 10.05
cells/ mm?2) than to the arterial vessels (11.18 + 7.52 cells/ mm?2). The second analysis showed
that the treatment with topiramate at a 10-10 M concentration conferred a lower percentage
of degranulated mast cells per mm2 (75.39% =+ 0.27) compared to the control group. Thus,
this study showed that mast cells are located close to the venous vessels of the periosteal layer
and in the proximal region of the superior sagittal sinus. Furthermore, it is suggested that
topiramate at lower concentrations has a protective effect on mast cell degranulation.

Keywords: Calcitonin Gene-Related Peptide; Topiramate; Nitric Oxide; Mast Cells; Superior

Sagittal Sinus; Cell Degranulation.
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1 INTRODUCAO

A dura-mater intracraniana ¢ uma meninge fibrosa e resistente que recobre o sistema
nervoso central (SNC). Ela est4 localizada entre o cranio e as leptomeninges, ¢ ¢ composta
anatomicamente por trés camadas: a camada externa ou periosteal, a camada interna ou
meningea e a camada celular da borda dural ou neurotélio subdural. Essas camadas separam-
se somente nos seios venosos ¢ na foice cerebral (ADEEB et al 2012; HAINES, 1991;
ANDRES et al 1987).

Essa meninge se caracteriza por ser amplamente suprida de vasos sanguineos, € dentre
esses, 0s principais vasos arteriais sdo as artérias meningeas posterior, média (AMM) e
anterior. Além disso, os principais vasos venosos da dura-mater estdo paralelos ao trajeto das
artérias meningeas, e drenam para vasos na camada periosteal ou nos seios venosos durais
(LEVY etal, 2019). Os seios venosos durais sdo responsaveis por conduzir e controlar o fluxo
venoso do cérebro e tem um papel importante na reabsor¢do do liquido cefalorraquidiano
(JOHANSON et al. 2008).

A percepcao e a resposta aos estimulos externos da dura-mater humana sao realizadas
pelas fibras nervosas sensoriais e autonomicas. Essas fibras sdo localizadas principalmente ao
redor de vasos sanguineos (artérias), tentorio do cerebelo e seios venosos (ANDRES et al.
1987; O’CONNOR & VAN DER KOOY, 1986; MESSLINGER et al. 1993; STRASSMAN
et al. 2004; LEE et al. 2017; EDVINSSON & UDDMAN, 1982; MAYBERG et al. 1984).
Estudos tém demonstrado que a inervagdo sensorial da dura-mater intracraniana, artérias e
seios venosos expressam neuropeptideos tais como: peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e a substancia P (SP) (STRASSMAN et al. 2004; EDVINSSON et al.
1983; EDVINSSON & UDDMAN, 1981; SAMPAOLO et al. 2017). J& os neurdnios
autondmicos expressam polipeptideo ativador de ciclase adenilato pituitaria (PACAP), 6xido
nitrico (NO), polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), norepinefrina, acetilcolina (ACh) e
neuropeptideo Y (NPY) (LEVY et al., 2019; ARTICO E CAVALLOTTI, 2001).

Uma variedade de células imunes, tais como macrofagos, células dendriticas e
mastocitos sdo encontradas na dura-mater (MCMENAMIN, 1999; DIMLICH et al. 1991).
Essa populagdo celular em comunicacdo com fibras nervosas sensoriais € autonomicas tem
sido considerado um dos requisitos para a deflagracdo da inflamag¢dao neurogénica estéril
durante a dor de cabeca da migranea, que consiste na liberacdo de neuropeptideos, aumento
da permeabilidade vascular, extravasamento de proteinas plasmaticas, vasodilata¢do arterial

e ativacdo de células imunes residentes (STRASSMAN & LEVY, 2006; FRICKE et al. 2001;
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MCMENAMIN, 1999; DIMITRIADOU et al. 1997; DIMLICH et al. 1991; MARKOWITZ
et al, 1987, MOSKOWITZ et al, 1979).

Os mastdcitos sao células imunologicas encontradas em abundancia na dura-mater de
ratos € humanos, que estdo localizadas proximas aos nociceptores meningeos ao redor dos
vasos sanguineos (DIMLICH et al., 1991; ROZNIECKI et al., 1999; ARTICO e
CAVALLOTTI, 2001). Essas células sdo responsaveis por liberar histamina e varios outros
mediadores inflamatorios dos seus granulos e, deste modo, aumentam as alteragdes
inflamatérias meningeas, a sensibilizacdo das fibras aferentes e sustentam a atividade
nociceptiva na patogénese da migranea (MESSLINGER et al., 2011; ZHANG et al, 2013b).
Além disso, moléculas liberadas do mastocito como a histamina, NO, VIP, e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), podem ser responsaveis pela vasodilatacdo na dor
de cabeca da migranea (ROZNIECKI et al 1999).

O topiramato, um derivado do monossacarideo D-frutose, ¢ desenvolvido como
anticonvulsivante, porém tem sido demonstrado como um medicamento eficaz para a
prevengdo da migranea através de um mecanismo mediado pelo 4cido gama-aminobutirico
(GABA), inibindo neurdénios do complexo trigeminocervical. Além disso, € visto que o
topiramato inibe a liberacdo de CGRP dos neurdnios trigeminais. Tem sido observado que
essa droga possui um efeito inibidor sobre canais de cilcio (Ca’*) dependentes de alta-
voltagem na substancia cinzenta central (BRANDES et al., 2004; DIENER et al., 2004;
SILBERSTEIN et al., 2004; MACIEL-JR, 2006). Contudo, ainda nao foi esclarecido a acao
deste farmaco em locais periféricos, como a dura-mater intracraniana e em células imunes
como 0s mastocitos.

Desta forma, este trabalho tem como finalidade avaliar os aspectos morfofisiologicos
de mastdcitos, a liberagdo in vitro de 6xido nitrico, CGRP e degranulagdo de mastdcitos sob

a agdo do topiramato na dura-mater intracraniana humana.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

e Investigar os aspectos morfofisioldgicos de mastdcitos, a liberacdo in vitro de
oxido nitrico, CGRP e degranulagao de mastocitos sob a acao do topiramato na

dura-mater intracraniana humana.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Medir a distancia dos mastocitos para vasos arteriais ¢/ ou venosos;

e Quantificar e comparar a densidade de mastocitos em quatro diferentes areas da
dura-mater intracraniana humana;

e Identificar a expressdo de triptase em mastdcitos nas amostras de dura-mater
intracraniana humana;

e Avaliar os niveis de 6xido nitrico e de CGRP de dura-méater humana pos-mortem
in vitro na presenca ou auséncia do topiramato;

e Analisar e quantificar a porcentagem de mastécitos granulados e degranulados
em amostras de dura-mater submetidas ou ndo ao tratamento com topiramato em

diferentes concentragdes in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DURA-MATER INTRACRANIANA

2.1.1 Aspectos anatomicos e histolégicos da dura-mater humana

O termo “meninges”, ¢ um termo grego que significa “membrana”, e foi descrita
primeiramente como uma cobertura membranosa do sistema nervoso central pelo médico e
anatomista Erasistrato no século III a. C. Posteriormente, Galeno descreveu duas camadas, os
quais nomeou de pacheia e lepte, no segundo século d.C. Um médico arabe ¢ mugulmano
anonimo observou essas trés meninges ¢ as traduziram como “umm al-dimagh” (mae do
cérebro), e Hali Abbas subdividiu-as em “umm al-ghalida” (mae forte) e “umm al-raqiqah”
(mae magra) . Esses termos foram traduzidos para o latim por Stephen de Antioquia, do século
XII, como a dura-mater e a pia-mater. Herofilo no século III a. C mencionou pela primeira
vez a palavra aracnoide, e o anatomista holandés Frederik Ruysch descreveu essa mesma
meninge no século XVII (KOTHARI & GOEL, 2006; O’RAHILLY & MULLER, 1986).

As meninges intracranianas dividem-se em dura-mater (ou paquimeninge), aracndide e
pia-mater (ou leptomeninge). A dura-mater intracraniana ¢ a camada mais espessa e externa
que cobre a cavidade craniana, e esta ligada a esta cavidade pelas suturas e saidas dos nervos
cranianos. Esta meninge ¢ dividida em trés camadas: periosteal, meningeal e as células da
borda, esta Ultima separa a dura-mater da meninge aracnéide externa (Figura 1) (ADEEB et
al, 2012; ANDRES, 1967).

Figura 1 — Representagdo estrutural das meninges cerebrais.
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20

A camada periosteal esta aderida a calvaria na base do cranio, formando o revestimento
da superficie interna (SNELL, 2010; MACK et al, 2009; NABESHIMA et al, 1975). Nessa
camada encontram-se nervos, vasos sanguineos (Figura 2) e linfaticos. Ela ¢ continua ao
peridsteo na superficie externa do osso do cranio ao nivel de seus forames, e aos ligamentos
nas suturas cranianas, ndo havendo comunicacdo com a dura-mater da medula espinhal
(SNELL, 2010; PATEL & KIRMI, 2009). Além disso, ha uma presenca de fibroblastos

alongados nesta camada com amplos espacos intercelulares (KINACI et al, 2020)

Figura 2 — Visao posterior da dura-mater intracraniana humana

VM- Vasos meningeos; LMSSS- linha média do seio sagital superior.
Fonte: Adaptado de Adeeb et al 2012.

A camada meningea, conhecida como camada média, encontra-se aderida em diversos
lugares a camada periosteal, exceto nos seios venosos, na foice cerebral, foice do cerebelo e
tentorio do cerebelo. Ao nivel do forame magno, essa camada se comunica com a dura-mater
da medula espinhal (ADEEB et al, 2012). Além disso, ela possui uma maior quantidade de
fibroblastos e menos coldgeno do que a camada periosteal, bem como uma maior rede de
capilares sanguineos (KINACTI et al, 2020; HAMMERSEN, 1963).

A camada de células da borda dural era conhecida anteriormente como mesotélio
subdural, neurotélio, zona superficial, camada de células durais internas, camada de células
subdurais e camada limitante da dura. Em sua composi¢do ha fibroblastos achatados com
poucas jungdes intercelulares e pouco de colageno extracelular, além de espagos
extracelulares de varios tamanhos e formas. Essa camada esta posicionada como interface
entre a dura-mater e a aracnoide (KINACI et al, 2020; MACK et al, 2009; HAINES et al,
1993; NABESHIMA et al 1975).
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Esta meninge ¢ suprida por artérias, veias, uma rede de capilares e de vénulas pds-
capilares capazes de suportar o trafego de células imunoldgicas. Os principais vasos
sanguineos percorrem principalmente pela camada periosteal ¢ podem ser divididos de
acordo com diferentes areas do cranio. Em relacao aos vasos arteriais, a AMM ¢ considerada
a maior e mais importante artéria da dura-mater. Ela entra na cavidade craniana pelo forame
espinhoso, e corre em um sulco anterolateral na parte escamosa do osso temporal. Divide-se
em trés ramos, os ramos anterior, médio e posterior. O ramo anterior corre posterior a sutura
coronal, o ramo médio corre ao longo da area do sulco lateral, e o ramo posterior segue a
borda inferior do lobo temporal (SHUKLA et al, 2002; KERBER & NEWTON, 1973).
Quanto a drenagem venosa da dura-mater, existem duas rotas identificadas: (1) das veias
meningeas que seguem as artérias meningeas ¢ a (2) das veias que terminam nos seios venosos
durais. As duas veias meningeas seguem de cada lado da artéria meningea. E as outras veias,
por sua vez, terminam seu percurso entrando no seio sagital superior (SSS) ou nos seios
transversais, ou ainda nos lagos venosos, que recebem as veias diploicas, emissarias e

intracranianas (STANDRING, 2008; SHUKLA et al, 2002; ROLAND et al, 1987) (Figura 3).

Figura 3 — Vascularizagdo da dura-mater intracraniana.
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Os seios venosos durais s3o canais revestidos por células endoteliais, lamina elastica
interna e estdo localizados entre as camadas periosteal ¢ meningea da dura-mater. Eles nao
possuem a camada muscular e adventicia como outras veias, nem valvulas (PARENT, 1996;
TOKIGUCHI et al, 1998). Eles recebem sangue das veias cerebrais e o liquido
cefalorraquidiano do espago subaracnoideo através das vilosidades aracndideas. Além disso,
fazem a drenagem das veias extracranianas do cranio pelas veias emissarias e veias dipldicas
(SHUKLA et al, 2002; ROLAND et al, 1987; KERBER & NEWTON, 1973; BALO, 1950).

Entre os principais seios venosos estd o SSS, que fica na margem superior da foice
cerebral (Figura 4). Ele se estende desde a crista galli (parte anterior) e termina ao nivel da
protuberancia occipital interna (parte posterior), onde se desvia para o lado direito, e se torna
continuo ao seio transverso correspondente. Na se¢do transversal, o SSS possui uma forma
triangular sendo mais estreito proximo da crista galli, e ampliando gradualmente em seu curso.
O SSS recebe as veias meningeas, veias cerebrais superiores € as veias dipldicas pelas lacunas

laterais e as veias pericranianas pelos forames parietais (STANDRING, 2008).

Figura 4 — Seios venosos da dura-mater humana.
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Acesso em 20/07/2021.

A dura-méter intracraniana tem uma rica inervacao de fibras nervosas trigeminais,
simpaticas e parassimpaticas (Figura 5), os quais originam-se no ganglio trigeminal, ganglio
cervical superior, ganglio esfenopalatinos e otico, respectivamente (LV et al, 2014; ANDRES

& VON DURING, 1974; ARNOLD, 1826). Foi demonstrado que a inervagao dural craniana
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¢ fornecida por pequenos fasciculos de fibras nervosas mielinizadas (fibras Ad) e ndo
mielinizadas (fibras C). Esses nervos percorrem a camada adventicia dos vasos meningeos,
incluindo a AMM, bem como o SSS e diferentes células meningeas residentes, ¢ formam uma
rede no tecido conjuntivo dural (KEMP et al, 2012; STOEHR, 1928). Os neuronios sensoriais,
em geral, seguem ao lado das artérias até seu territério de inervagdo, contudo as fibras
nervosas individuais normalmente saem do feixe principal e viajam a alguma distancia da
artéria antes de atingir seu territdrio de arborizacao, € a maioria das terminagdes nervosas nao
estdo proximas as artérias (STRASSMAN et al, 2004; MESSLINGER et al, 2006).

Os estudos com técnicas de imuno-histoquimica, de denervacdo e rastreamento,
identificaram nervos autondmicos que expressam NPY, VIP, enzima 6xido nitrico sintase
neuronal (nNOS), ACh e triptofano-5-hidroxilase, assim como nervos trigeminais expressam
SP ¢ CGRP (LEVY et al, 2019; COHEN et al, 1992; O’CONNOR & VAN DER KOOY,
1988; EDVINSSON, 1987). A noradrenalina (NA) e o NPY (sistema simpatico) podem causar
a vasoconstri¢do dos vasos durais, e por outro lado a vasodilatagdo, pode ser induzida por
estimulacdo elétrica e neuropeptideos como VIP e ACh (sistema parassimpatico), bem como

CGRP e substancia P (sistema trigeminal) (Figura 5) (WANG et al 2014).

Figura 5 — Inervagdo dural.
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NA: noradrenalina; ACh: Acetilcolina; CGRP: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina; SP:
substancia P; PACAP: Polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria.
Fonte: Adaptado de RUA & MCGAVERN, 2018.

A dura-mater possui uma variedade de células imunes, tais como macrofagos

meningeais, célula dendritica, mastocito (MC), linfocito inato, célula T e célula B (Figura 6)
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(RUA & MCGAVERN, 2018). Os macrofagos podem ser encontrados ao longo de pequenos
vasos durais, e de forma remota em grandes vasos. As células dendriticas, que sdo células
apresentadoras de antigeno, estdo localizadas na camada meningea e no tecido conjuntivo da
dura-mater  MCMENAMIN, 1999). Além disso, essa meninge também possui uma abundante
populacdo de mastdcitos, que podem ser encontrados na camada periosteal e geralmente estao
associados a vasos sanguineos e as fibras sensoriais durais que expressam CGRP ou
substancia P, bem como as fibras simpaticas (ROZNIECKI et al, 1999; KELLER &
MARFURT,1991; KELLER et al 1985).

Figura 6 — Células imunes da dura-mater.
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Fonte: Adaptado de RUA & MCGAVERN, 2018.

2.1.2 Migranea

A Classificacao Internacional de Distirbios de Dor de Cabecga (ICHD) tem sido um dos
recursos mais utilizados para critérios de diagndstico de migranea. De acordo com os critérios
diagnosticos que foram estabelecidos pela ICHD (3* edicao — versao beta) as cefaleias estao
separadas em trés grupos: primarias, secundarias e um grupo pelas dores craniais neuropaticas,
outras dores faciais e outras cefaleias (ICHD, 2013).

A migranea, popularmente, conhecida como enxaqueca, ¢ considerada como um dos
tipos de cefaleia primaria, e tem sido associada a um grande 6nus social e financeiro. Tem
afetado principalmente pessoas com menos de 50 anos e em especial mulheres, devido ao

ciclo hormonal, em uma propor¢do de 3:1 (mulheres: homens). Além disso, este distirbio
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neurovascular encontra-se em uma posi¢ao central das dez principais causas de incapacidade
no mundo (STEINER et al, 2016; GBD, 2016; GBD, 2015; GBD,2013; LIPTON & BIGAL
2005).

Esta doenga neurovascular ¢ classificada em dois tipos: migranea sem aura (MSA) e
migranea com aura (MCA). A MSA tem caracteristicas especificas e sintomas associados tais
como: dor de cabeca unilateral, pulsante, de intensidade moderada, ndusea, fotofobia,
fonofobia e duragdo de 4 a 72 horas. A MCA apresenta além das caracteristicas da migranea
sem aura, uma fase premonitoria que ocorre horas ou dias antes da dor de cabeca e/ou uma
fase pds-dromica apds a dor de cabega. Os sintomas premonitorios e pds-dromicos consistem
em: hiperatividade, hipoatividade, depressao, desejos por determinados alimentos, bocejo
repetitivo, fadiga, rigidez do pescogo e/ou dor (ICHD-3, 2018).

A migranea pode se apresentar de forma episoddica, onde a frequéncia dos ataques ¢
crucial para determinar a carga da doenca e a abordagem terapéutica: as baixas frequéncias (1
a 3/més), que podem ser tratadas apenas com medicamentos abortivos (triptanos, analgésicos,
nao esteroides, anti-inflamatorios) e altas frequéncias (4-14/més) precisam de medicamentos
profilaticos, além de sintomaticos, para evitar a cronificagdo (> 15 dias de dor de cabeca/ més).
A forma cronica ¢ de maior complexidade, por conta de poucos medicamentos preventivos
funcionarem nessa fase e por ocorrer abuso de sintomas, que conduzem a complicagdo da dor
de cabeca por uso excessivo de medicamentos € a um aumento exponencial dos riscos
relacionados a medicamentos (eventos cardiocerebrovasculares renais e gastrointestinais)
(GIAMBERARDINO et al, 2017)

Por muitos anos a migranea foi considerada como um distirbio vascular resultante da
vasodilatacdo meningea. Contudo, os avangos recentes vém aceitando uma teoria
neurovascular, os quais demonstram que uma inflamagdo local estéril nas meninges
intracranianas seja um evento-chave que medeia a ativagao e sensibilizagdo prolongadas dos
aferentes meningeos e a origem da dor de cabeca da migranea. (LEVY, 2010; WAEBER &
MOSKOWITZ, 2005; STRASSMAN et al, 1996)

Apesar de nao haver evidéncias diretas da ocorréncia da inflamag¢ao meningea durante
o ataque de enxaqueca, alguns achados clinicos vém mostrando um aumento nos niveis de
mediadores inflamatdrios na circulagdo intracraniana durante o ataque de migranea (LEVY,
2009; SARCHIELLI et al, 2006; GOADSBY & EDVINSSON, 1993), assim como a eficacia
terapéutica de medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroides no término deste ataque

(WENZEL et al, 2003).
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2.1.3 Relaciio da dura-mater e a inflamacio estéril na fisiopatologia da migranea

Nas tultimas décadas diversos estudos experimentais em humanos e animais vém
evidenciando que a ativacdo dos neurdnios aferentes, a liberacdo de neuropeptideos e a
inflamacao estéril dural exercem papéis relevantes na dor de cabecga da migranea. Tais estudos
foram realizados pela ativagdo de neuronios aferentes, seja em doenga ou em condigdes que
mimetizem experimentalmente a doenga com estimulo elétrico, ou pela ativacao de receptores
nociceptivos expressos em terminais nervosos periféricos que causam a liberagdao de
neuropeptideos pro-inflamatorios. Desta forma, esses neuropeptideos interagem com uma
variedade de células tais como mastdcitos, musculo liso dos vasos sanguineos, células
endoteliais e outras células do sistema imunoldgico, iniciando uma cascata de eventos
inflamatérios (BURGOS-VEGA et al., 2015; GEPPETTI et al., 2012; BUZZI &
MOSKOWITZ, 2005; PEROUTKA, 2005).

Embora ndo exista um consenso quanto a fisiopatologia da migranea, tem sido bem
aceito que esse distirbio neurovascular pode resultar da ativagdo e sensibilizagao do sistema
trigeminovascular (GOADSBY et al., 2017a, b). As fibras aferentes trigeminais sdo ativadas
e liberam CGRP e SP, que por sua vez causam inflamagdo neurogénica estéril. Essa
inflamacdo tem como principais caracteristicas: a vasodilatagdo dos vasos meningeos, o
aumento da permeabilidade vascular, o extravasamento de proteinas plasmaticas e a
degranulacao de mastocitos (BORAN & BOLAY, 2013; ERDENER & DALKARA, 2014).

A inflamacdo estéril dural pode ser induzida experimentalmente por aplicagdo topica de
agentes inflamatodrios. Estudos com coquetel inflamatorio (histamina, serotonina, bradicinina
e prostaglandina E2) foi usado para elucidar a fisiopatologia da enxaqueca e verificar a
eficacia de tratamentos desenvolvidos para a migranea (ZHANG & LEVY, 2008; YAN et al,
2018). Foi demostrado em um estudo de ressonancia magnética funcional que a aplicagdo de
coquetel inflamatério em dura-mater de ratos obteve respostas idénticas a pacientes com
migranea (BECERRA et al., 2017) A inflamacao estéril meningea pode surgir como resultado
de uma depressao alastrante cortical (DAC). A ativag¢do de nociceptores de fibras sensoriais
meningeas e de mastdcitos podem ser causados pela liberagdo de mediadores (potassio e
glutamato) durante uma DAC (WAEBER & MOSKOWITZ, 2005; BOGDANOV etal., 2011;
KARATAS et al., 2013; PIETROBON & MOSKOWITZ, 2013).

Em um estudo recente foi apresentado hipoteses de mecanismos de inflamacdo
neurogénica na dura-mater (RAMACHANDRAN, 2018). Ele sugeriu que a DAC, flutuacdes

hormonais ou fatores de estresses (Figura 7, [1]) conduzem os eventos inflamatdrios por duas
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vias: o sistema trigeminal ¢ ativado e os neuropeptideos sdo liberados (Figura 7, [2a]), e os
mastocitos sdo ativados e degranulados sensibilizando os nociceptores (Figura 7, [2b]). Essas
duas vias seja por neuropeptideos (CGRP e SP) ou por mediadores dos mastocitos, induzem
a vasodilatagdo meningea e consequentemente causam o extravasamento de proteinas
plasmaticas (Figura 7, [3 e 4]). Essa liberacdo de neuropeptideos inflamatdrios e vasoativos
pelas fibras nervosas e a ativagdo dos mastdcitos, resultam em um ciclo vicioso que conduz a

inflamac¢ao neurogénica e a dor.

Figura 7 — Hip6teses de mecanismos de inflamag@o neurogénica na dura-mater.
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neuroquinina 1, CLR: receptor semelhante a calcitonina, RAMP1: proteina moduladora da atividade

do receptor 1, RCP: proteina componente do receptor, PPE: extravasamento de proteina plasmatica.
Fonte: Adaptado de RAMACHANDRAN, 2018.
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2.2 O CGRP E SEU PAPEL NA DURA-MATER INTRACRANIANA

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) ¢ um neuropeptideo que em sua
forma madura tem 37- aminodcidos, e esta localizado principalmente em fibras sensoriais C e
Ad, conhecido como o mais potente dilatador de vasos (MAGGI, 1995; HARGREAVES,
2007). Pode também estar localizado nos vasos periféricos e cerebrais do sistema

trigeminovascular, e nos corpos celulares nos ganglios trigeminais. Além disso, o CGRP pode
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estar armazenado em vesiculas localizadas nas terminagdes nervosas centrais e periféricas, e
seu contetdo pode ser secretado na medula espinhal dorsal ou em vérios tecidos periféricos,
principalmente em vasos sanguineos adjacentes, modulando o tonus vascular (ROSENFELD
et al, 1983).

Em seres humanos, o CGRP se apresenta de duas isoformas: a-CGRP e B-CGRP.
Possuem estruturas e atividades bioldgicas semelhantes, mas sdo sintetizados a partir de dois
genes distintos, em diferentes locais no cromossomo 11 (VAN ROSSUM et al, 1997;
JUANEDA et al, 2000). O a-CGRP ¢ considerado a principal forma encontrada no sistema
nervoso central e periférico, ao passo que f- CGRP ¢ encontrado em geral no sistema nervoso
entérico (BRAIN & GRANT, 2004).

O receptor do CGRP possui uma complexa estrutura proteica composto por: um
receptor acoplado a proteina G denominado receptor tipo receptor de calcitonina (CLR); uma
unica proteina acessoria transmembranica denominada proteina 1 modificadora da atividade
do receptor (RAMP1), e a proteina do componente receptor (RCP) (AIYAR et al, 1996;
MCLATCHIE et al, 1998). O acoplamento do CGRP com seu receptor desencadeia a
estimulacdo da adenil ciclase e o aumento da adenosina monofosfato ciclico (cAMP),
causando uma vasodilatacdo por meio do relaxamento direto do musculo liso vascular
(MIYOSHI & NAKAYA, 1995)

Tem sido estabelecido que a sintese de CGRP ¢ modulada pelo fator de crescimento
nervoso (NGF) e pelo 6xido nitrico (NO), e o controle serotonérgico € responsavel por regular
a liberacdo do CGRP. Além disso, foi mostrado que ha uma colocalizagdo entre o CGRP e a
SP em neurdnios sensoriais periféricos (BELLAMY et al 2006; GIBBINS et al, 1985).

Esse neuropeptideo apresenta uma ampla gama de fungdes bioldgicas tais como a
contratilidade cardiaca, o crescimento 0sseo e desenvolvimento de mamiferos, a captagao de
glicose e a estimulagdo da glicélise nos musculos esqueléticos (VAN ROSSUM et al, 1997).
Tem sido visto em estudo com homens e animais, que a estimulacdo elétrica do nervo
trigeminal faz com que o CGRP seja liberado das terminac¢des do nervo perivascular na veia
jugular externa. Em um outro estudo, foi demonstrado que a estimulagdo do seio sagital
superior (SSS) leva ao aumento do fluxo sanguineo cerebral, juntamente com niveis elevados
de CGRP na veia jugular externa de gatos (ZAGAMI et al 1990).

O CGRP esta envolvido em muitos dos processos patofisioldgicos, incluindo a dilatacao
de vasos sanguineos cerebrais e da dura-mater, a liberagdo de mediadores inflamatorios a
partir de mastocitos, e a transmissdao de informacao nociceptiva a partir de vasos sanguineos

intracranianos para o sistema nervoso (DURHAM, 2004). Além disso, areas cerebrais como
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hipotdlamo, tidlamo, substincia cinzenta periaqueductal, coliculos superior e inferior,
amigdala, complexo trigeminocervical (TCC) e cerebelo, podem estar associadas a
fisiopatologia da enxaqueca, considerando a capacidade do CGRP de alterar a atividade
sindptica e neuronal no TCC e a transmissao de sinais nociceptivos para as areas do tdlamo e
cortex (STORER et al 2004; GOADSBY, 2007).

Estudos tém relatado que na fase de dor de cabeca da enxaqueca os niveis de CGRP sao
elevados, reforgcando assim, o conceito de enxaqueca como um fendomeno neurovascular.
Deste modo, este neuropeptideo ¢ reconhecido como um dos principais mediadores
responsavel pela vasodilatagdo neurogénica e desempenha um papel significativo na
fisiopatologia da enxaqueca (DURHAM, 2004; GOADSBY et al 2004). Comumente, o CGRP
¢ considerado um alvo farmacologico de grande relevancia para o tratamento da enxaqueca
(PETERS, 2019). Antagonistas de CGRP atuam através da inibi¢cdo da liberagdo de CGRP,

bloqueando a vasodilatagdo e a inflamagao neurogénica (TEPPER, 2018).

2.3 O OXIDO NITRICO E SEU PAPEL NA DURA-MATER INTRACRANIANA

O oxido nitrico (NO) ¢ gas altamente 1abil que pode ser gerado a partir do aminoacido
L-Arginina e por trés enzimas oxido nitrico sintase (NOS) dependentes de calmodulina
(NOS): NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS indutivel (iNOS). A produgao
dessa molécula ocorre principalmente em células tais como macrofagos, mastocitos, células
endoteliais e neuronais. Esse gas participa de uma variedade de processos biologicos dentre
eles a inflamagdo, imunorregulagcdo, vasodilatacdo dependente do endotélio, inibicao
plaquetaria e transmissdo neuronal no SNC e no sistema nervoso periférico (BREDT, 1999).

Acredita-se que o NO exerca um papel na regulagdo do fluxo sanguineo cerebral, na
neurotransmissdo e no acoplamento do metabolismo do fluxo sanguineo do sistema nervoso
central (SNC). Esta molécula pode ter participagdo em mecanismos da memoria, do
aprendizado, da nocicep¢do, da modulagdo de funcdes neuroendocrinas e da atividade
comportamental. Além disso, diversos estudos experimentais clinicos € em animais, vém
apoiando que o NO seja usado como um dos mecanismos de gatilho molecular subjacente as
dores de cabeca primarias, como enxaqueca e cefaleia em salvas (SZABO, 1996; OLESEN,
2008).

Por uma acdo direta da via do monofosfato de guanosina ciclico (¢cGMP) o NO pode
levar a fase inicial da dor de cabega da enxaqueca, induzindo vasodilatacdo cerebral (cGMP),

bem como pode desencadear a fase tardia da dor de cabeca, provocando a liberagdo de CGRP
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e a sensibilizacdo dos nociceptores perivasculares e dos neur6nios nociceptivos centrais no
sistema trigeminovascular. O NO pode facilitar a sintese e liberagdo de CGRP e SP de fibras
aferentes nociceptivas durais, e desta forma provocar a inflamagao neurogénica perivascular
(JOHNSON et al, 2003).

Tem sido sugerido que o NO tem um papel modulador na inflamag¢do neurogénica
devido este gas estimular a atividade promotora do gene CGRP nos neurdnios trigeminais por
meio da via de sinalizacao da proteina quinase ativada por mitogénio (MAP) e canais de célcio
tipo T (RAMACHANDRAN et al, 2014). Os efeitos estimuladores do NO na atividade e
liberagdo do gene promotor de CGRP té€m sido suprimidos pelo tratamento com sumatriptano.
Da mesma forma tem sido observado que a aplicagao de inibidores ndo seletivos neuronais da
nNOS diminui parcialmente a vasodilatacdo neurogénica (KLEDE et al, 2003).

Estudos mostram que pacientes com enxaqueca ¢ cefaleia em cluster tem tido um
aumento significativo nos niveis de nitrato no plasma. Portanto, esses achados tém indicado
que ha uma ligacdo funcional entre cefaleias vasculares graves, a producdo de NO e a

liberacao de neuropeptideos (GULDIKEN, 2009).

2.4 MASTOCITOS

2.4.1 Origem, desenvolvimento, localizacdo dos mastocitos

Os mastdcitos sdo células que derivam da médula ossea da linhagem mieldide de
células-tronco hematopoéticas (HSC) (Figura 8) (GALLI et al, 2005). Essas células ndo estao
presentes no sangue como a maioria das células dessa linhagem, mas em geral residem em
tecidos. As HSCs vao se diferenciar em precursores de mastocitos (MCP) na médula 6ssea,
e posteriormente transmigram para os tecidos através dos vasos sanguineos. Nos tecidos, os
MCPs se diferenciam em mastdcitos e se proliferam. Os mastocitos tém uma alta capacidade
de propagacao em microambientes o que confere a eles um efeito duradouro e sustentado. Os
mastdcitos possuem uma grande heterogeneidade, dependendo da espécie, do microambiente

e da localizag¢ao anatdmica (MOON et al, 2010; METCALFE et al 1997).



31

Figura 8 — Origem e diferenciag@o dos mastocitos.
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HSC: Célula tronco hematopoiética; MPC: Célula progenitora mieldide; MC: Mastocitos.
Fonte: Adaptado de GUPTA & HARVIMA, 2018.

Os mastdcitos maduros sdo encontrados em quase todos os tecidos. Em geral, eles sdo
observados proximos de ambientes em contato com o meio externo tais como: bordas
epiteliais, paredes vasculares e mucosas. Esses granuldcitos e as células dendriticas fazem
parte da primeira linha de defesa contra patogenos, antigenos e alérgenos, ou toxinas
ambientais. Essas células podem se deslocar de locais periféricos para o sistema nervoso
central (SNC) (SILVERMAN et al, 2000). No SNC, os mastdcitos podem ser encontrados ao
redor de vasos sanguineos nas meninges, no plexo coréide, no bulbo olfatério, no mesencéfalo
e no parénquima da regido talamica-hipotalamica (NELISSEN et al, 2013).

Essas células estdo presentes nas mais diversas patogéneses inflamatérias tais como
asma, alergia, doenga inflamatéria intestinal, mastocitose sist€émica, artrite, endometriose,
entre outras (SANT et al, 2007, THEOHARIDES et al, 2008 , 2010, 2012a ; GALLI & TSAI,
2012 ; KRITIKOU et al., 2016 ; SUURMOND et al., 2016). E esta envolvido também em

condi¢des neuropatoldgicas, os quais incluem a migranea, lesdo cerebral, doenca de
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Parkinson, doenga de Alzheimer, traumatismo cranio-encefalico, cefaleia, condi¢des de
estresse, distirbios do sono, hemorragia intracerebral (HIC), distirbios neuropsiquicos
(THEOHARIDES et al., 1995, 2005, 2016; SAYED et al.,2011; KARAGKOUNTI et al., 2013;
GRAZIOTTIN et al, 2014; KEMPURAJ et al, 2016 a, b MORETTI et al, 2016).

2.4.2 Caracteristicas histomorfologicas, ativacio dos mastocitos

Os mastocitos sao células de formato ovéide ou alongado, que medem até 20 um de
diametro. Eles possuem granulos citoplasmaticos abundantes contendo sulfato de heparina
que podem ser mostrados usando corantes metacromaticos, tais como azul de toluidina, azul
Alcian, azul de metileno e Giemsa, que resultam em coloragdo purpura ou roxa dos granulos
vistas ao microscopio de luz. Além disso, os mastdcitos também podem ser detectados por
imuno-histoquimica usando anticorpos direcionados a mediadores associados a granulos pré-
formados, como histamina, heparina, quimase e triptase (NELISSEN et al 2013).

Esses granuldcitos expressam diversos receptores de superficie celular tais como:
receptor c-kit (receptor para fator de célula tronco), receptor de imunoglobulina (Ig) E de alta
afinidade (FceRI), receptores ativadores como o de imunoglobulina G (IgG) FcyRIla no
estado de repouso, ¢ o de alta afinidade FcyRI na presenca de interferon-y, receptores de
complemento, receptores quimiossensoriais, receptores Toll-like e o receptor padrdo
molecular associado a micrébios. Além disso, os mastdcitos sdo sensiveis a temperatura e a
pressdo, degranulando em resposta a estimulos fisicos nocivos pelo mecanismo dependente
de canal potencial do receptor transiente-2 (TRPV2) (STONE et al, 2010; FORSYTHE, 2019).

Existe dois tipos de mastdcitos maduros em roedores baseado na sua localizagdo, no
contetdo do mediador pré-formado e na dependéncia da ativagdo das células T: mastocitos
de tecido conjuntivo (CTMCs) e mastocitos de mucosa (MMCs). Os CTMCs estao localizados
principalmente na pleura, no peritonio e na pele, possuem uma maior quantidade de heparina
em seus granulos, e sdo independentes de células T. Os MMCs sdo encontrados na mucosa
nasal e gastrointestinal, t€ém pouca ou nenhuma heparina, e sdo muito sensiveis a estimulacdo
de células T (NELISSEN et al, 2013). Em humanos, os mastocitos podem ser divididos em
pelo menos trés subtipos baseados em seu contetdo de proteases especificas: mastdcitos que
contém apenas triptase, mastocitos que contém apenas quimase e aqueles que contém triptase,
quimase, carboxipeptidase e catepsina G (KRISHNASWAMY et al 2006).

Esses mastocitos possuem uma vida longa (semanas a meses) e as composicdes de

diferentes fatores que atuam no desenvolvimento deles dentro do microambiente de diferentes
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locais corporais leva a heterogeneidade fenotipica que se estende para além dos subtipos
descritos, com caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas especificas do tecido; conteudo
de mediadores e responsividade da célula a estimulos ou drogas (METCALFE et al 1997,
FORSYTHE & ENNIS, 2000). Além disso, eles t€ém a capacidade de sofrer inumeros ciclos
de liberacdo de mediadores, podendo permanecer no tecido por alguns meses. (TAYLOR &
METCALFE, 2001).

Os mastocitos respondem a diversos estimulos fisicos, quimicos e bioldgicos tais como
trauma, fatores de complemento (C3a e C5a), peptideos endogenos e exdgenos, citocinas,
outros mediadores inflamatorios, substancias toxicas, alérgenos, lipopolissacarideo e
componentes de parasitas (GILFILLAN & BEAVEN, 2011). A ativagdo do mastocito mais
conhecida ¢ pelo receptor de alta afinidade FceRI, que exerce um papel relevante na anafilaxia
e em outras doengas alérgicas (RIVERA et al, 2008).

Os mastécitos podem ser ativados e liberar seus mediadores através de trés tipos de
respostas. A primeira ¢ uma resposta imediata que acontece segundos ap6s ativagdo, onde ha
liberacdo de mediadores pré-formados armazenados nos granulos citoplasmaticos. Entre os
mediadores pré-formados incluem a histamina, a serotonina, a heparina, as proteases, 0s
proteoglicanos, a catepsina G e as citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A
segunda resposta ¢ uma nova sintese rapida de mediadores lipidicos. Por fim, a fase tardia ¢
considerada a terceira resposta, que envolve a liberagdo de citocinas e quimiocinas recém-
sintetizadas. Essas respostas podem ocorrer de forma explosiva com a liberacdo aguda de
mediadores para o espaco extracelular (degranulacdo em larga escala), e de modo mais
controlado com uma liberagdo bastante seletiva dos mediadores (degranulagdo fragmentada)

(NELISSEN et al, 2013; FORSYTHE, 2019) (Figura 4).
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Figura 9 — Representagdo esquematica de degranulagdo do mastécito de forma rapida ou controlada.
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Fonte: Adaptado de NELISSEN et al 2013.

Existe também outro processo conhecido como translocacdo de pseudopode ou
transgranulagdo, os quais se referem ao contato dos mastocitos com células adjacentes e
transferéncia de granulos para a outra célula (VUKMAN et al 2017 , GREENBERG &
BURNSTOCK, 1983). Esse processo pode envolver a transferéncia de granulos dos
mastocitos para as células nas proximidades por exocitose, acompanhada de ingestdo pela
célula receptora ou de liberagdo de mediadores para o microambiente. Esse tipo de
comunicac¢do dos mastocitos foi visto em sistema vascular e neural (WILHELM et al, 2005;
DINES & POWELL, 1997; GREENBERG & BURNSTOCK, 1983).

As principais funcdes que os mediadores exercem sao de propriedades inflamatorias, os
quais incluem: recrutamento e ativagdo de células inflamatérias, vasodilatacdo e
extravasamento de plasma. Esses mediadores também podem atuar na degradagdo ou
remodelagdo local dos elementos estruturais dos tecidos. Além disso, mediadores como IL-10

e TGF-B, tém propriedades anti-inflamatdrias ou imunossupressoras (NELISSEN et al 2013).



35

2.4.3 Papel dos mastocitos na dura-mater intracraniana

Os mastocitos localizam-se adjacentes ao sistema nervoso periférico e o cérebro, onde
se encontram alinhados funcional e anatomicamente, com neurdnios € processos neuronais
em todo o corpo. A densidade desses granuldcitos sdo especialmente altos em tecidos
inervados por fibras sensoriais Ad ¢ C de pequeno calibre, que sdo responsaveis pela
transmissao da dor. Além disso, as associagOes anatdmicas entre mastocitos € nervos sao
principalmente mais evidentes em locais de inflamagao (XU et al, 2020; SPANOS et al, 1997;
UNDEM et al 1995).

A ativagdo neuroimune € a interagao paracrina entre mastéocitos, macréfagos e terminais
nervosos tem sido um papel chave na inducdo de inflamacdo neurogénica meningea
(DIMLICH et al, 1991). A dor de cabega ¢ um dos principais sintomas associados a condi¢des
como rinite, mastocitose e asma, destacando assim, que os mastocitos estdo envolvidos na
inducdo de dores de cabeca (BIGAL et al, 2002; SMITH et al, 2011).

O CGRP quando liberado de aferentes nociceptores meningeos pode contribuir para
degranulacdo de mastdcitos e assim liberar histamina (ROZNIECKI et al 1999; OTTOSSON;
EDVINSSON, 1997). A histamina, por sua vez, ¢ conhecida por ativar as fibras C, e estimular
a liberacdo de CGRP e de substancia P por reflexo axénico (GROETZNER & WEIDNER,
2010). Além disso, em porquinhos-da-india, € visto que a histamina injetada na mucosa nasal
causa liberacdo de CGRP em nervos aferentes periféricos do trigémeo, sugerindo assim uma
interagdo bidirecional entre 0 CGRP e a histamina (TANI et al, 1990).

Nas ultimas décadas tem sido suposto que os mastdcitos podem favorecer o estado
inflamatorio estéril nas meninges, estimulando a sensibilizacdo dos aferentes meningeos e a
liberagdo meningea de peptideos como SP e CGRP. Além disso, tem sido mostrado em estudo
eletrofisiologicos que a administracdo sistémica do composto 48/80 promove a degranulagao
dos mastocitos na dura-mater e ativa as fibras C e as fibras A-delta de nociceptores meningeos.
Com isso, foi proposto que os mastocitos nao so iniciaram, mas foram capazes de manter a
ativacdo desses nociceptores por um longo tempo, possivelmente por sua comunicagio
bidirecional neuroimune (ZHANG et al, 2007; LEVY et al, 2007).

Em estudos imuno-histoquimicos, ¢ visto que a degranulacao de mastdcitos ativa fibra
nervosas contendo CGRP. Apds essa ativagdo de nociceptores meningeos ¢ observada a
ativacdo central dos neuronios nociceptivos no nucleo caudal do trigémeo (LEVY et al, 2007).

A determinacdo do papel de cada mediador de mastdcito na evocagdo de um impulso

pro-nociceptivo, tem sido registrada de uma tinica unidade de nociceptores meningeos. Dentre
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os mediadores, a serotonina, a prostaglandina I2 e a histamina foram propostas como atuantes
na promocao da dor da enxaqueca. Desse modo, os mastdcitos por si mesmo, podem estimular
uma cascata de eventos inflamatorios associados, culminando na ativacao trigeminovascular
(ZHANG et al, 2011a, 2007; ZHANG & LEVY, 2008).

Em mastécitos de ratos, mas ndo em humanos, ¢ notada a presencga de receptores CGRP.
Em estudos in vitro, o peptideo ativador da adenilato ciclase hipofisaria (PACAP), estimulou
a degranulagao de mastocitos em dura-mater de ratos. Além disso, foi também observado em
dura-mater de ratos que a infusdo intravenosa de nitroglicerina, um doador de oxido nitrico,
causou a degranulacdo de mastocitos. Todos esses fatores indicam que eventos
neuroinflamatdrios nas meninges podem ser resultantes de uma comunica¢do neuroimune
complexa e que podem caminhar juntos para manter o estado de hipersensibilidade, como na
enxaqueca. (BAUN et al 2012; PEDERSEN et al, 2015)

O estresse, a depressao alastrante cortical (DAC) e hormdnios sdo os principais fatores
desencadeantes de eventos que levam a inflamagdo neurogénica. O estresse por contengao ¢
visto causar a degranulagdo dos mastocitos intracranianos em estudos pré-clinicos com
roedores. A DAC foi proposta ser responsavel em causar inflamag¢do neurogénica meningea
em 15 a 20% dos pacientes que sofrem de enxaqueca com aura por induzir degranulacao
intracraniana de mastocitos € por promover a ativacdo de nociceptores meningeos
(KARATAS et al, 2013; ZHAO & LEVY, 2015; ZHANG et al, 2011b). Um dos recrutadores
e mediadores da degranulagcdo de mastocitos em dura-mater sdo os hormonios. Em estudos
com ratas, o nivel hormonal de estrogénio no ovario demonstrou flutuagdes na densidade dos
mastdcitos durais ao longo do ciclo estral, provocando um aumento na populacdo de

mastdcitos. (BOES & LEVY, 2012)

2.5 TRATAMENTO PROFILATICO DA MIGRANEA

O tratamento profilatico ¢ geralmente recomendado quando as crises sdo mais
frequentes, prolongadas, incapacitantes ou quando nao respondem ao tratamento agudo. A
medicagdo deve ser usada durante alguns meses e mantida de forma sucessiva. Muitos
pacientes conservam o beneficio mesmo depois de interromperem ao tratamento. A escolha
da medicacao profilatica depende do perfil do doente, se ha patologia associada, que possa

indicar ou contraindicar o seu uso, ¢ dos efeitos adversos (MARTINS, 2009).
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Utilizam-se varias classes de diferentes de substancias, dentre esses sdo considerados os
de primeira linha e de eficacia comprovada: os beta-bloqueadores, os antidepressivos

triciclicos e os antiepilépticos (PARSEKY AN, 2000).

2.5.1 Antiepilépticos

O uso de antiepilépticos para o tratamento preventivo da migranea tem sido garantido
por varias vias de agdo que se conectam com a modulagdo de sistemas de dor geral, como
também, a sistemas envolvidos na fisiopatologia da migranea (SILBERSTEIN et al, 2008;
WIFFEN et al, 2010). Entre os farmacos disponiveis com um papel profilatico para migranea
incluem acetazolamida, carbamazepina, carisbamate, clonazepam, divalproato de sddio,
gabapentina, oxcarbazepina, topiramato (TP), valproato, &cido valproico, e zonisamida
(BAGNATO & GOOD, 2016).

A eficacia profilatica desta classe depende do efeito modulador sobre o acido gama-
aminobutirico (GABA) e glutamato, e do papel importante em receptores N-metil D-Aspartato
(NMDA) corticais, responsaveis pelo desencadeamento e progressdo da depressdo alastrante

cortical, bem como em receptores do nucleo trigeminal caudal (MACIEL-JR, 2006).

2.5.1.1 Topiramato

O topiramato (TP) ¢ um monossacarido substituido por sulfamato (2,3: 4,5 — bis - O -
(1-metiletilideno) — b — D — fruto — piranose sulfamato) derivado do acucar de ocorréncia
natural D-frutose (Figura 10) (EDVINSSON & LINDE, 2010). Apresenta formula
C12H21NOsS, massa molecular 339,36 g.mol!, e é uma substincia solavel em acetona,
cloroformio, dimetilsulfoéxido e etanol (KHALIL et al, 2019).

Esse farmaco foi sintetizado a partir de um projeto para descobrir andlogos da frutose-
1,6-difosfato capazes de inibir a enzima frutose 1,6-bisfosfatase e a gliconeogénese. O TP foi
preparado como um intermedidrio sintético e nao possuia atividade hipoglicémica. No
entanto, devido a semelhanga estrutural da por¢do 0-sulfamato com a por¢do sulfonamida na
acetazolamida foi feita uma avaliagdo dos possiveis efeitos anticonvulsivantes, e observou-se
uma alta atividade no teste de crise de eletrochoque méximo em camundongos e ratos e sua
acdo teve uma longa duracao (SHANK et al, 1994; MARY ANOFF et al, 1987; GARDOCKI
et al, 1986). Posteriormente, o desenvolvimento desse firmaco como uma droga antiepiléptica
(AED) foi aprimorado com base em sua poténcia, duracdo de acdo e elevado indice

neuroprotetor (Figura 10) (SHANK et al, 2000).
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Figura 10 — Estrutura molecular do topiramato.
0
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Fonte: KHALIL et al, 2019.

O topiramato ¢ conhecido como anticonvulsivante ou antiepiléptico, e tem sido usado
individualmente ou acompanhado de outros medicamentos para prevenir e controlar
convulsdes. Ademais, ele ¢ bastante utilizado na prevencdo de migranea em criangas, no
tratamento da sindrome de Lennox-Gastaut, em combinagdo com a fentermina no tratamento
e controle da obesidade e tratamento de transtornos relacionados ao uso de éalcool. Esse
farmaco ¢ administrado pela via oral e a dosagem usada varia de 25 — 200 mg/dia
(ARZIMANOGLOU et al, 2016; KOLOTKIN et al, 2016; GUGLIELMO et al, 2015;
MULLENERS et al, 2015; GUERRINI & PARMEGGIANI, 2006; SUPPES, 2002).

O uso do topiramato na prevencdo da migranea se baseia em diversos aspectos
patogenéticos comuns entre a epilepsia e migranea, os quais incluem: as anormalidades na
fungdo dos canais de sodio (Na") e calcio (Ca™) dependentes de voltagem, a diminui¢do da
inibi¢do mediada por GABA em niveis pré e pos-sindpticos, 0 aumento da excitagdo mediada
pelo glutamato em niveis pré e poOs-sindptico, o baixo limiar para inducdo de depressao
alastrante e de alteragdes a longo prazo na excitabilidade neuronal (CALABRESI et al, 2007;
PAPPAGALLO, 2003).

O topiramato evidencia um amplo espectro de atividades moleculares em modelos
experimentais e sua eficacia na migranea pode ser mediada por inimeros mecanismos de agao:
(1) alterag¢do na excitabilidade dos neurdnios, comunicando-se com o canal de Na* dependente
de voltagem, inibindo o disparo repetitivo durante a despolarizagdo (MCLEARN et al, 2000);
(2) inibigdo dos canais de Ca'™ do tipo L ativados por alta voltagem, reduzindo a
despolarizagdo da membrana e a liberagdo de neurotransmissores (ZHANG et al, 2000); (3)
modulagdo negativa nos receptores de glutamato subtipo AMPA/kainato, reduzindo a
despolariza¢ao somatica ou da membrana dendritica (WHITE, 2005; KAMINSKI et al, 2004);

(4) modulagdes positivas conectando-se a um sitio diferente no receptor GABAa,
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intensificando as correntes de cloreto mediadas por GABA (WHITE et al, 2000), que resulta
em um elevado limiar convulsivo e um aumento na hiperpolarizacio da membrana e,
consequentemente redugao no disparo focal (HERRERO et al, 2002); (5) Inibi¢do da anidrase
carbonica (AC), tipo II e IV, que pode cooperar para sua agao anticonvulsivante por meio da
modula¢do da voltagem dependente do pH e dos canais idnicos do receptor-porta (WHITE,
2005; PASTERNACK et al, 1993); (6) ativa¢do da hiperpolarizagio de potassio (K*) que esta
em parte relacionada a sua capacidade de inibir AC (HERRERO et al, 2002). Esses
mecanismos podem proteger os neuronios vulneraveis em condi¢des de uma elevada demanda
energética, como a hiperatividade neuronal e o comprometimento metabdlico, e assim atenuar

a excitabilidade cerebral anormal relacionada a migranea (FERRARI et al, 2011).
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3 METODOS
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi conduzido no Servigo de Verificagdo de Obito (SVO) do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS), no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e no
Laboratdrio de Histotecnologia e de Analise de imagens e Morfometria da P6s-graduaciao em
Satde Translacional da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), localizado na Cidade

Universitaria, em Recife, Pernambuco.

3.3 PERIODO DO ESTUDO

Os dados da pesquisa foram coletados no periodo de agosto de 2016 a agosto de 2021.

3.4 POPULACAO DO ESTUDO

3.4.1 Obtencao e coleta da dura-mater intracraniana humana

Foram coletadas 12 amostras de dura-mater intracraniana frescas obtidas do Servigo de
Verificagdo de Obitos (SVO/UFPE) com a aprovagdo do comité de ética em pesquisas
envolvendo seres humanos (CAAE n° 57692216.5.0000.5208 — ANEXO 1) entre 7 € 24 horas
no pos-mortem, com o intuito de se avaliar a condi¢@o secretora de CGRP e 6xido nitrico apds

a morte, bem como se 0s mastocitos continuavam granulados ou degranulados.

3.4.2 Critérios de inclusao e exclusio
Foram incluidas amostras durais frescas com idade variando de 18 a 90 anos de ambos
os sexos. Foram excluidas amostras de dura-mater cuja causa morte apresentaram etiologia

infectocontagiosa.
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3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS I

3.5.1 Dura-mater intracraniana humana

As amostras de dura-mater intracraniana humana foram obtidas de oito cadaveres (Faixa
etaria: 22 a 84 anos; sexo: 4 mulheres, 4 homens) do Servigo de Verificagdo de Obitos (SVO)
da UFPE. As causas de morte foram: acidente vascular cerebral hemorragico (AVC) (2),
problemas cardiacos (2), cancer (2) e problemas pulmonares (2) (Tabela 1). Apds a coleta, as
amostras ainda inteiras foram fixadas em formol tamponado a 10% por 48 horas, e
posteriormente, dois fragmentos de 1,5 cm? cada, foram cortados de quatro distintas areas da
convexidade da dura-mater, contendo um segmento da artéria meningea média (AMM),
totalizando 64 fragmentos. As quatro areas diferentes da convexidade da dura-mater foram:
1) Regido distal ao seio sagital superior e da camada periosteal (Figura 11A, namero 1); 2)
Regido distal ao seio sagital superior ¢ da camada meningea (Figura 11B nimero 2); 3) Regido
proximal ao seio sagital superior e da camada periosteal (Figura 11A, nimero 3); 4) Regido
proximal ao seio sagital superior ¢ da camada meningea (Figura 11B, niimero 4). Esses
fragmentos passaram pelos processos de desidratagdo, diafanizacdo (clarificagdo),
parafinizacdo. Posteriormente, o emblocamento foi realizado de modo que os fragmentos de
dura-mater foram posicionados longitudinalmente de acordo com a camada desejada: virados
para vista superior (camada periosteal) ou para vista inferior (camada meningea).

Tabela 1 — Informacdes sobre as amostras de dura-mater intracraniana humana.

Dura-mater (n) Sexo Idade (anos) Causa da morte Tempo de p6s morte (horas)

1 Feminino 22 Choque cardiogénico 9

2 Feminino 48 Morte subita cardiaca 10
3 Feminino 67 Cancer 8

4 Feminino 80 Edema pulmonar 19
5 Masculino 59 AVC Hemorragico 19
6 Masculino 64 Cancer 21
7 Masculino 81 AVC 24
8 Masculino 84 Embolia Pulmonar 13

Nota: AVC — Acidente vascular cerebral. Fonte: a autora, 2021.
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Figura 11 — Localizacdo das areas analisadas para histomorfometria dos mastocitos em dura-mater

intracraniana humana.

(A) Vista superior da dura-mater intracraniana humana com as artérias meningeas médias direita e
esquerda (setas pretas), seio sagital superior (*asterisco), parte anterior (a), parte posterior (p) apds a
fixacdo. (1) Regido distal ao seio sagital superior e camada periosteal; (3) Regido proximal ao seio
sagital superior e camada periosteal; (B) Vista inferior da dura-mater intracraniana com o seio sagital
superior (*asterisco) apos fixacdo. (2) Regido distal ao seio sagital superior e camada meningea; (4)
Regido proximal ao seio sagital superior e camada meningea. Fonte: a autora, 2021

3.5.2 Identificacio de mastdcitos pela coloracio de azul toluidina (0,1%)

Para a coloragdo de azul de toluidina, as amostras em blocos de parafina foram cortadas
em espessura de 10 pm, e foram conduzidas a estufa para adesdo na lamina de vidro. Em
seguida, os cortes foram desparafinizados (xilol I, alcool-xilol, alcool 100%, 90%, 80% e
70%), hidratados e corados com azul de toluidina a 0,1%. Por fim, as prepara¢des foram

desidratadas, clareadas e montadas com laminula e cola sintética.

3.5.3 Identificacio de mastocitos pela expressio da Triptase por imuno-
histoquimica

As amostras de dura-mater emblocadas foram submetidas a microtomia com cortes de
5 um de espessura, montadas em laminas de vidro. As laminas foram desparafinizadas em
xilol (I, II), banhadas em solucdo decrescente de alcool etilico (100%, 90%, 80% e 70%) e
agua corrente por 5 minutos cada etapa. Foi realizada a recuperagdo antigénica com tampao
citrato (10 mM, pH 6,0) em banho maria a 60°C por 60 minutos. Posteriormente, foram
realizadas duas lavagens com tampao fosfato-salino (PBS) (100 mM, pH 7,2) por 5 minutos
apos cada etapa da imuno-histoquimica. Em seguida, as 1aminas foram imersas em solugado de
metanol/peroxido 3% por 30 minutos. Aplicou-se a solugdo de bloqueio do kit (BosterBio
SA 1021) por 20 minutos. Depois, incubou-se com o anticorpo primdrio anti-triptase

mastocitos (AA1- abcam 2378; na dilui¢ao 1:100) em camara timida, overnight, a 4°C.
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Posteriormente, aplicou-se o anticorpo secundario (IGG Biotinilado) e terciario (Complexo
Avidina-biotina - SABC) a 25°C por 20 minutos em cada amostra. Os tecidos foram incubados
com o revelador DAB e contracorados com hematoxilina. Imediatamente, as amostras foram
lavadas em agua corrente, em solucdo alcoodlicas gradativas (70%, 80%, 90% e 100%), xilol
e montadas. No controle negativo utilizou-se 0 mesmo protocolo sem o anticorpo primario.

Para controle positivo foram usadas amostras de intestino delgado humano.

3.5.4 Analise microscopica

As andlises em microscopio de luz foram realizadas por um observador de forma
independente, sem o conhecimento das condi¢des experimentais. As amostras de dura-mater
foram analisadas por imagem digitalizadas (Motic Images Plus 2.0 software), obtidas com um
aumento de 100x e 400x e auxilio de um microscépio Olympus BX-50, acoplado a camera
digital (moticam 1000, 1.3M Pixel USB 2.0). Os mastocitos foram considerados degranulados
quando os granulos estavam no exterior da célula (mais de 5 granulos), ou perda de coloragao
da célula (mais de 50%), ou ainda apresentavam um aspecto fantasmagorico (ROZNIECKI et

al. 1999). Foram analisados cinco campos de 0,59 mm? de cada amostra.

3.5.5 Analise morfofisiologica dos mastdcitos

De cada preparagdo com o fragmento de dura-mater foram obtidas cinco
fotomicrografias medindo 0,59 mm? de éareas aleatorias com mastdcitos e vasos durais
(arteriais e/ou venosos), que foram armazenadas por meio do programa Motic Images Plus
(2.0) e do microscopio Olympus na magnitude de 100x (Fig. 12a). Os mastocitos foram
identificados e enumerados na magnitude 400x. As medidas de distancias dos mastocitos para
0s vasos venosos e/ou arterial foram realizados com o Software Imagel® 1.52a (2019). Cada
imagem selecionada foi calibrada a partir da escala padrao (100um) e posteriormente foram
realizadas as medidas de distancia da membrana do mastocito ao vaso arterial (tinica média
da artéria meningea média e/ou arteriola descendente) e/ou vaso venoso (tinica média das
veias e/ou células endoteliais de vénulas) (Fig. 12b), e em seguida os dados foram transferidos
para planilhas do Windows Excel (Fig. 12c). Para estabelecer a densidade quanto ao
distanciamento do mastocito em relagdo ao vaso (proxima, média e distante) foi realizada uma
analise da distdncia minima e maxima obtida entre o mastdcito e o vaso (minimo = 0; maximo
= 750 um). Para quantificar a densidade de mastocitos por mm? foram determinados os

seguintes intervalos: 0 - 150 pm, 151 - 300 um, 301 - 750 um. A partir disso, foram feitas as
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analises estatisticas com as médias e desvio padrdo de quatro diferentes areas da convexidade

da dura mater intracraniana humana.

Figura 12 — Resumo esquematico das analises morfofisiologicas.

(a) Fotomicrografias de areas aleatorias com mastocitos e vasos durais (arteriais e/ou venosos) de
aumento de 100x, coradas com azul de toluidina (0,1%), foram armazenadas no programa Motic
Images Plus (2.0) Software. (b) Os mastocitos foram identificados e enumerados com aumento de
400x. As medicdes das distancias dos mastdcitos aos vasos venosos e/ou arteriais foram realizadas
com o software ImageJ® 1.52a (2019). Cada imagem foi calibrada a partir da escala padrao (100 pm)
e posteriormente foram feitas medi¢des da distancia (linha amarela) da membrana dos mastdcitos ao
vaso arterial (tunica média da artéria meningea média e/ou arteriola descendente) e/ou vaso venoso
(ttnica média das veias e/ou células endoteliais das vénulas). Os dados das medidas de distancia e
quantificagdo dos mastocitos foram inseridos em planilhas do Windows Excel. Fonte: a autora, 2021.

3.5.6 Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o software Graphpad prism versao 8.0.3. A
distribuicdo das variaveis quantitativas foi analisada pela aplica¢dao do teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribui¢do normal e ndo normal foram avaliados
respectivamente, por testes paramétricos (teste t Student pareado, teste t Student ndo pareado
e teste ANOVA One Way com teste de multiplas comparacdes de Dunnett’s) e nao
paramétricos (teste Kruskal Wallis com teste de multiplas compara¢des de Dunn’s). As
diferengas foram consideradas significativas para p<0,05 e o intervalo de confianga (IC)

mostrado foi de 95%.

3.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS II

3.6.1 Amostras

Este experimento foi realizado com dura-méter (n=4) obtida de caddveres do Servigo de
verificagdo de obitos da Universidade Federal de Pernambuco (SVO/UFPE). As amostras

foram coletadas de dois homens e duas mulheres, com idades variando de 46 a 75 anos, tendo



45

como causas principais de morte: AVC, problemas cardiacos, cancer e embolia pulmonar e

tempo de pds-mortem entre 16 e 23hs.

3.6.2 Conservac¢ao da dura-mater

A dura-maéter intracraniana intacta foi incubada a temperatura ambiente (25°C) durante
trinta minutos com o fluido intersticial sintético (SIF) com a seguinte composi¢ao (em mM):
108 NaCl, 3,48 KCl, 3,5 MgS04, 26 NaHCOs3, 11,7 NaH,POs, 1,5 CaCls, 9,6 Na'gluconate,
5,5 Glucose, 7,6 Sucrose, diluido em agua ultrapura. Este procedimento teve finalidade retirar
0 excesso de sangue ¢ preservar o tecido até a realizagdo do experimento in vitro. Apos esse
periodo, foram retirados quatorze fragmentos da convexidade da dura-mater (sete do lado
direito; sete do lado esquerdo) contendo a artéria meningea (Figura 13).

Figura 13 — Amostra de dura-mater humana intracraniana pés-mortem.

Vista superior de dura-mater humana intracraniana pds-mortem contendo artérias meningeas.
Fonte: a autora, 2021.

3.6.3 Grupos experimentais

As amostras foram segregadas em oito grupos, sendo: controle negativo (recebeu SIF),
controle positivo (KCl 60 mM), veiculo (etanol a 0,1%, 0,001% e 0,00001%) e topiramato
(10° M, 108 M,1071° M). Os fragmentos foram distribuidos uniformemente entre os grupos:
Grupo controle negativo; Grupo controle positivo; Grupos veiculos - aplicacdo de etanol nas
seguintes concentracdes: 0,1%, 0,001% e 0,00001%; Grupos experimentais topiramato —
aplicagio do farmaco nas concentragdes: 10 M, 10® M e 1071 M. Cada grupo recebeu sete
fragmentos de dura-mater humana medindo cadaum 1,5 cm?, seguindo a distribuicao da tabela

abaixo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Grupos experimentais e seus estimulos/tratamentos.

Grupos Tipo de estimulo/ tratamento
Controle negativo Sem estimulo (Apenas SIF)
(n=7)
Controle positivo Estimulo com KCl 60mM
(n=7)
Veiculo 1 Estimulo com KCI/ etanol (0,00001%)
(n=7)
Veiculo 2 Estimulo com KCI/ etanol (0,001%)
(n=7)
Veiculo 3 Estimulo com KCI/ etanol (0,1%)
(n=7)
Topiramato 1 Estimulo com KCI/ topiramato 1071 M
(n=7)
Topiramato 2 Estimulo com KCI/ topiramato 10 M
(n=7)
Topiramato 3 Estimulo com KCI/ topiramato 10° M
(n=7)

SIF — fluido intersticial sintético; KCI — Cloreto de potassio. Fonte: a autora, 2021.

3.6.4 Tratamento da dura-mater in vitro

Cada fragmento foi colocado em microtubulos (2 mL) mantido em banho-maria a
37.0£1°C. As etapas dos experimentos foram separadas da seguinte forma: pré-incubacao,
incubacdo e estimulagdo. Todas as amostras receberam 800 uL de cada meio de acordo com
cada etapa (Tabela 3). Os fragmentos do grupo controle negativo contendo apenas fluido
intersticial (SIF) proporcionaram a liberacao de 6xido nitrico e CGRP basal. Os fragmentos
dos grupos veiculos e topiramato permaneceram sob o tratamento com etanol ou topiramato
(em diferentes concentragdes) por 30 minutos. Apos esse periodo, os grupos veiculos,
topiramato e controle positivo tiveram uma substituicdo de meio por uma concentracao
elevada de KCl1 (60 mM) com a seguinte composi¢ao (mM): 108 NaCl, 60 KCI, 3,5 MgSOs,
26 NaHCOs3, 11,7 NaH2POs, 1,5 CaCls, 9,6 Na'gluconate, 5,5 Glucose, 7,6 Sucrose, diluido
em agua ultrapura. Este meio tinha o intuito de despolarizar os terminais neuronais € provocar
liberagdo de neuropeptideos e 6xido nitrico. Ao término de cada etapa, os sobrenadantes
foram coletados com uma pipeta, transferidos para outros microtubulos e armazenados a -
80°C para posterior andlise da concentragdo de 6xido nitrico e CGRP, através do método

colorimétrico da reagdo de Griess € o método de ELISA, respectivamente.
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As amostras de dura-mater apds experimento foram transferidas para o formol

tamponado a 10%, e assim realizou-se o processamento histoldgico de rotina. Posteriormente,

a analise histologica dos mastdcitos foi observada em microscopia optica.

Tabela 3 — Etapas de cada grupo experimental in vitro.

Grupos Etapa/tempo Etapa/tempo Etapa /tempo
Pré-incubacio Incubacgao (2) Estimulacao (3)
1) (30 min) (30 min)
(15 min)
Controle negativo SIF SIF SIF
Controle positivo SIF SIF KCl 60mM
Veiculo 1 SIF Etanol diluido a Etanol diluido a
(etanol a 0,00001%) 0,00001% 0,00001% em KCl
em SIF 60mM
Veiculo 2 SIF Etanol diluido a 0,001% | Etanol diluido a 0,001%
(etanol a 0,001%) em SIF em KCl 60mM
Veiculo 3 SIF Etanol diluido a 0,1% Etanol diluido a 0,1%
(etanol a 0,1%) em SIF em KCl 60mM
Topiramato 1071 M SIF TPM diluido a 1071 M TPM diluido a 1071 M
em SIF em KCI 60mM
Topiramato 10°M SIF TPM diluido a 10 M TPM diluido a 10®* M
em SIF em KCI 60mM
Topiramato 10 M SIF TPM diluido a 10° M TPM diluido a 10° M
em SIF em KCI 60mM

M- Molar; SIF — fluido intersticial sintético; KCI — Cloreto de potassio; min — minutos; mM — milimolar.
Fonte: a autora, 2021.

3.6.5 Liberacio in vitro de Oxido Nitrico (NO)

A analise da liberagao de NO foi feita pelo método colorimétrico quantitativo baseado

na reagdo de Griess (DING, 1988), e os resultados foram expressos em pM. Este método se
baseia na utilizagdo de aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes do estudo in vitro incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos com 100 pul de reagente de Griess preparados
imediatamente (50 pL de sulfanilamida a 1% e 50 pL naftiletileno a 0,1% em &cido
ortofosforico a 5%). A absorbancia foi mensurada a 540 nm por leitor microplaca. A
concentracdo de nitrito foi verificada a partir de uma curva padrao construida com nitrito de
sodio nas concentragdes de 0-10 uM. Todas as amostras foram avaliadas em relacdo a um

branco que corresponde ao SIF que foi incubado com a dura-maéter.

3.6.6 Liberacao in vitro do CGRP
O teor de CGRP liberado foi quantificado pelo protocolo do kit ELISA. Em resumo, a

adi¢ao de 100 uL de amostra foi seguido pela adi¢do de 100 uL do marcador (fornecido com
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o kit). A reagdo foi incubada a 4°C durante 16-20 horas. Depois de lavar cuidadosamente o
sobrenadante, os pogos foram incubados com 200 pl de reagente de Ellman. Os pogos foram
cobertos com uma folha de aluminio e colocados num local escuro durante 30 min a
temperatura ambiente antes da medicao da densidade Optica, que € diretamente proporcional
ao teor de CGRP da amostra. A densidade Optica foi medida a 414 nm usando um fotdmetro

de microplacas (GUPTA et al 2010).

3.6.7 Analise histologica dos mastocitos

Amostras de dura-mater foram processadas e coradas com Azul de toluidina a 2% (pH
2.5) durante 10 min. Em seguida, foram desidratadas, clareadas e montadas para serem
examinadas em microscopio de luz (Olympus BX-50) por um observador, de forma
independente, sem prévio conhecimento das condi¢des experimentais. A degranulacdo de
mastocitos foi definida como o contetido de granulos visivel no exterior da célula ou perda de
mais de 50% de coloracdo celular ou ambas (ROZNIECKI et al, 1999). A contagem dos
mastocitos degranulados foi realizada em 10 campos de modo randomizado e com uso de uma

grade quadriculada, onde cada quadrado possuia 1 mm?.

3.6.8 Analise Estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software Graphpad prism versao 8.0.3. Os dados
foram representados em média+ desvio padrdo. As distribuigdes das varidveis quantitativas
foram analisadas pela aplicacdo dos testes Qui-quadrado (y*) e de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicio normal e ndo normal foram avaliados
respectivamente, por testes paramétricos One Way ANOVA e ndo paramétricos Kruskal
Wallis com multiplas comparacdes de Sidak e de Dunn’s, respectivamente. As diferengas

foram consideradas significativas para p<0,05, e intervalo de confianca (ic) de 95%.
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISES MORFOFISIOLOGICAS DE MASTOCITOS EM DURA-MATER
INTRACRANIANA HUMANA

Os mastdcitos foram facilmente identificados nas amostras durais pelo corante azul de
toluidina, apresentando coloracdo azul ou magenta (Fig. 14 e 15), bem como pelo marcador
triptase, apresentando a cor marrom (Fig. 17). Encontradas ao redor dos vasos sanguineos
(arteriais e venosos) (Fig. 14, 15 e 17), essas células apresentavam um perfil celular compacto
e intensamente corado, com granulos intracelulares visiveis (25,1% + 0,06) como mostrado
na tabela 4. Contudo, em sua maioria, os mastocitos apresentavam manchas palidas e
granulos extrusos ao redor do corpo celular, caracterizando o processo de degranulacio, que
foi de 74,9% + 0,06 (Fig. 14, 15 e 16; Tabela 4). O perfil de degranulacdo foi praticamente o
mesmo para ambos os sexos, sendo observado cerca de 75,6% + 0,05 de células degranuladas
nas amostras do sexo feminino e 74,3% =+ 0,03 nas do sexo masculino (Tabela 4).

Dentre as distancias estabelecidas para averiguar a densidade de mastdcitos, foi
constatado que a maior quantidade de mastocitos foi encontrada bem proxima (0 — 150 pm)
de ambos os vasos (arterial e venoso) em todas as areas analisadas da convexidade da dura-
mater intracraniana humana (Tabelas 5 e 6; Fig. 14 e 15).

Como a maioria dos mastocitos estava entre 0 e 150 um de distancia para ambos os
vasos arterial e venoso, foram realizadas comparagdes entre as diversas areas da convexidade
para saber onde havia a maior densidade de mastocitos em relacdo as camadas periosteal e
meningea, € a posi¢do quanto ao SSS (proximal ou distal). Foi observado uma maior
quantidade de mastocitos proximos aos vasos venosos na camada periosteal (17,0 = 10,1
células/mm?) quando comparada a camada meningea (14,1 £ 7,0 células/mm?) (p<0,05)
(Tabela 7). Além disso, na camada periosteal, a densidade de mastdcitos foi maior nas
proximidades dos vasos venosos (17,0 £ 10,1 células/mm?) do que nos vasos arteriais (12,05
+ 7,6 células/mm?) (p<0,05) como descrito na Tabela 7. Quanto a localiza¢do em relagdo ao
SSS (proximal versus distal), foi observada uma maior densidade de mastocitos proximos aos
vasos venosos (16,7 + 10,1 células/mm?) do que aos vasos arteriais (11,2 £ 7,5 células/mm?)
na regido proximal do SSS (p<0,05) (Tabela 8). J& em relagcdo ao sexo nao houve diferencas

de densidade de mastdcitos nas diferentes areas analisadas (Tabela 9).



50

Figura 14 — Fotomicrografias de mastdcitos proximos aos vasos arteriais na dura-mater humana.

A) Regido distal ao seio sagital superior e da camada periosteal, com presenga de vaso arterial
(VA) e trés mastocitos granulados (uma seta preta); B) Regido proximal ao seio sagital superior e
da camada periosteal, com presenca de vaso arterial (VA) e cinco mastécitos, sendo quatro
degranulados (duas setas pretas) e um granulado (uma seta preta); C) Regido distal ao seio sagital
e da camada meningea, com presenca de um mastocito granulado (uma seta preta) e outro
degranulado(duas setas pretas); D) Regido proximal ao seio sagital superior e da camada
meningea, com presenga vaso arterial (VA) e de um mastocito degranulado (duas setas pretas).
Coloragao azul de toluidina (0,1%). Barra de escala 10 um. Fonte: a autora, 2021.
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Figura 15 — Fotomicrografias de mastocitos proximos aos vasos venosos na dura-mater humana.

i»'-‘f:?. r' «j 1 ’.
# TS ﬂ‘ B

A) Regiao distal ao seio sagital superior e da camada periosteal, com presenca de vaso venoso (VV)
e dois mastdcitos, sendo um granulado (uma seta preta) e um degranulado (duas setas pretas); B)
Regido proximal ao seio sagital superior e da camada periosteal, com presenga de vaso venoso (VV)
e sete mastocitos, sendo seis granulados (uma seta preta) e um degranulado (duas setas pretas); C)
Regido distal ao seio sagital ¢ da camada meningea, com presenga de vaso venoso (VV) e cinco
mastocitos, sendo quatro degranulados (duas setas pretas) e um granulado(uma seta preta); D)
Regido proximal ao seio sagital superior ¢ da camada meningea, presenca de vaso venoso (VV) e
cinco mastocitos, sendo dois degranulados (duas setas pretas) e trés granulados (uma seta preta).
Coloragao azul de toluidina a 0,1%, magnitude 400x, barra de escala 10 um. Fonte a autora, 2021.

Figure 16 — Fotomicrografia de mastdcito degranulado.

(a) Mastocito degranulado (seta preta) proximo ao vaso sanguineo (VS); (b) Mastocito degranulado
(MC) com maior aumento, evidenciando os granulos liberados. Coloragao de azul de toluidina a
0,1%, magnitude 400x. Fonte: a autora, 2021.
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Figura 17 — Fotomicrografias de mastocitos marcados por triptase proximos a vasos sanguineos na
dura-mater humana.

A) Regido distal ao seio sagital superior e da camada periosteal, com presenga de vaso sanguineo
(VS) e seis mastocitos, sendo dois granulados (uma seta preta) e quatro degranulados (duas setas
pretas); B) Regido proximal ao seio sagital e da camada periosteal, com presenca de vaso sanguineo
(VS) e trés mastocitos degranulados (duas setas pretas); C) Regido distal ao seio sagital superior e
da camada meningea, com presenga de vaso sanguineo e um mastocito degranulado (duas setas
pretas); D) Regido proximal ao seio sagital superior e da camada meningea, presenga de vaso
sanguineo e dois mastocitos, sendo um degranulado (duas setas pretas) e um granulado (uma seta
preta). Coloragdo de Imuno-histoquimica para anticorpo anti-triptase, magnitude 400x, barra de
escala 10 um. Fonte: a autora, 2021.
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Tabela 4 — Analise comparativa dos tipos de pardmetros morfofisiologicos de mastocitos em estudos com dura-mater intracraniana em diferentes espécies.

Espécies Densidade Degranulagéo Granulagdo Referéncias
(%) (%) (Autor/ Ano)
Tipos de Tipos de camadas SSS Sexo
vasos (Localizagao)
Humano Venosoe  Periosteal e Meningeal =~ Proximal  Feminino Geral — Geral— Estudo atual
(Pos- Arterial and distal e 74,9 £ 0,06 25,1+ 0,06
mortem) Masculin Feminino — Feminino —
0 75,6%= 0,05 24,4%=* 0,05
Masculino — Masculino —
74,3%= 0,03 25,7%= 0,03
Humano ND Periosteal ¢ Meningeal NM NM NM NM Varathaj et al
(Pos- (Dados numéricos 2012
mortem) ndo relatados)
Rato NM NM NM Fémea ¢ Dados numéricos ndo relatados, apenas NM Boes & Levy,
Macho graficos 2012
Rato ND NM NM NM NM NM Artico &
Cavallotti,
2001
Rato NM NM NM NM Controle — 36 £ 8 NM Rozniecki et
Estresse — 68 + 8 al. 1999
Estresse anti-CRH - 35 + 8
NRS + estresse 54 + 12
Antalarmina + estresse 42 + 8
Rato, Arterial NM NM NM Rato — 69,19% NM Otosson &
Porco Porco — 100% Edvinsson,
Humano Humano — 76,8 % 1997
(Pos-
mortem)
Rato Arterial NM NM NM Imuno-histoquimica, perfuso fixagdo NM Dimlich et al.

Esquerdo - 11.1 + 3.9/ Direito - 36.1 £ 6.4

Técnica de acido glioxilico (GA) sem
fixacdo de perfusdo
Esquerdo- 78.6 + 2.4/ Direito- 77.2 £ 2.3
Contra-corado com sulfato de berberina,
sem fixacdo de perfusao

Esquerdo - 90.3 + 1.2/ Direito - 88.0 = 1.6

1991

Nota: SSS — Superior sagittal sinus; NM- Nao mostrado; ND — Nao distinguido; NRS —. soro de coelho normal. Dimlich et al. (1991) escolheram utilizar o termo
“dispersdo” em substituicdo ao termo “degranulagdo”, porém, na pratica, ambos tem significado semelhante. Fonte: a autora, 2021.
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Tabela 5 — Analise quantitativa da densidade dos mastocitos em diferentes distdncias em relagdo ao vaso arterial nas camadas e posi¢des quanto ao seio
sagital superior da dura-mater intracraniana correspondente a convexidade de oito cadaveres humanos.

Numero de Distancia(num) entre vaso Camada periosteal Camada meningea Camada periosteal Camada meningea
amostras’ (n) arterial e mastocitos distal (1) distal (2) proximal (3) proximal (4)
8 0—150 12,4+ 5,8 13,7+11,6 11,7+9,2 10,7+ 5,6
8 151 —300 5,6 & 3,7%** 5,3 +3,3%* 4,9+41% 5,8 +3,5%*
8 301 — 750 3,5+ 2,7%%* 2,7+ 2,5%%% 4,7+ 5,6%* 4,2 + 3 2%%*

Nota: *p<0,05, 0 -150 um vs 151 — 300 pm area (3); **p<0,01, 0 -150 pm vs 151 — 300 pm area (2) e (4); **p<0,01, 0 — 150 pm vs 301 — 750 pm area (3); ***p<0,001,
0 -150 pm vs 151 — 300 pm érea (1); 0 -150 pm vs 301 — 750 pm area (1), (2) e (4). Area (1) e (4): Teste ANOVA One Way com teste de multiplas comparagdes de
Dunnett’s. Area (2) e (3): Teste Kruskal Wallis com teste de multiplas comparagdes de Dunn’s. As areas foram avaliadas conforme a disposi¢do e os dados sdo
mostrados como média + desvio padrdo. "Lados direito € esquerdo de oito espécimes de dura-mater pés-mortem. Fonte: a autora, 2021.

Tabela 6 — Analise quantitativa da densidade dos mastocitos em diferentes distdncias em relagdo ao vaso venoso nas camadas e posicdes quanto ao seio
sagital superior da dura-mater intracraniana correspondente a convexidade de oito cadaveres humanos.

Niamero de Distancia (um) entre Camada Periosteal/ Camada Meningea/ Camada Periosteal/ Camada Meningea/
amostrasy (n) vaso venoso e mastocitos Distal (1) Distal (2) Proximal (3) Proximal (4)
8 0-150 16,4+ 7,4 12,5+ 6,6 17,7+ 12,5 15,7+7,1
8 151 —300 3,6 &£ 2,3%** 3,5 £ 3,3%** 2,9 £2,5%** 3,7 £ 3, 1%**
8 301 —750 1,8 £ 1,6%** 4,0 £ 3,8%** 1,4+ 1,8%** 2,0 £ 2 4%**

Nota: ***p<0,001, 0 — 150 pm vs 151 — 300 um todas as areas; 0 — 150 pm vs 301 — 750 um todas as areas. Area (1): Teste ANOVA One way com teste de milltiplas
comparagdes de Dunnett’s. Area (2), (3) e (4): Teste Kruskal Wallis com teste de multiplas compara¢des de Dunn’s. As areas foram avaliadas conforme a disposi¢do e os
dados sdo mostrados como média + desvio padrdo. TLados direito e esquerdo de oito espécimes de dura-mater pos-mortem. Fonte: a autora, 2021.
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Tabela 7 - Analise quantitativa da densidade dos mastocitos a uma distancia de 0 a 150 um dos vasos em relagao aos tipos de camadas da dura-mater
intracraniana correspondente a convexidade de oito cadaveres humanos.

Nimero de amostras¥ (n) Tipo de vaso sanguineo Camada Periosteal Camada Meningea
32 Arterial 12,1 £7,6% 122 +9,1
32 Venoso 17,0 £ 10,1 14,1 £ 6,9%#

Nota: *p<0,05, 0 — 150 pm do vaso venoso camada periosteal vs 0 — 150 um do vaso arterial camada periosteal. Teste t Student ndo pareado. #p<0,05, 0 — 150 um
do vaso venoso camada periosteal vs 0 — 150 um do vaso venoso camada meningea. Teste t Student pareado. As areas foram avaliadas conforme a disposicdo ¢ os
dados sdo mostrados como média + desvio padrdo. fLados direito e esquerdo/ Posi¢ao proximal e distal do seio sagital superior de oito espécimes de dura-mater
pos-mortem. Fonte: a autora, 2021.

Tabela 8 - Analise quantitativa da densidade dos mastocitos a uma distancia de 0 a 150 um dos vasos em relagdo as posigdes quanto ao seio sagital
superior (distal e proximal) da dura-mater intracraniana correspondente a convexidade de oito cadédveres humanos.

Numero de amostras¥ (n) Tipo de vaso sanguineo Distal Proximal
32 Arterial 13,0+£9,0 11,2 +£7,5%*
32 Venoso 144+7,2 16,7+ 10,0

Nota: **p<0,01, 0-150 um do vaso venoso proximal do seio sagital superior vs 0-150pm do vaso arterial proximal ao seio sagital superior. Teste Kruskal Wallis
com teste de multiplas comparag¢des de Dunn’s. $Lados direito e esquerdo/ Camadas periosteal € meningea de oito espécimes de dura-mater pos-mortem. Fonte:
a autora, 2021.

Tabela 9 — Analise quantitativa da densidade dos mastocitos a uma distancia de 0 a 150 um dos vasos em relagdo ao sexo da dura-mater intracraniana
correspondente a convexidade de oito cadaveres humanos.

Numero de Area Feminino Feminino Masculino Masculino
amostrast (n) Vaso Arterial Vaso Venoso Vaso Arterial Vaso Venoso
8 Camada periosteal/ 10,8 5,0 14,6 + 8,6 13,9+6,5 18,7+7,2
Distal (1)
8 Camada Meningea/ 10,0 £ 5,1 12,5+ 8,6 17,3+ 15,2 12,6 4.3
Distal (2)
8 Camada Periosteal/ 10,8 £ 6,2 13,8 £8,3 12,6 £11,9 19,5+ 14,1
Proximal (3)
8 Camada Meningea/ 12,6 + 6,4 16,3 +5,4 87+43 15,3+8.9
Proximal (4)

Nota: As areas foram avaliadas conforme a disposicdo e os dados sdo mostrados como média =+ desvio padro. $Lados direito e esquerdo de oito (quatro
do sexo masculino/ quatro do sexo feminino) espécimes de dura-mater pds-mortem. Fonte: a autora, 2021.
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4.2 ANALISE HISTOLOGICA DA DEGRANULACAO DE MASTOCITOS NO
ESTUDO IN VITRO.

Os dados demonstraram que o tratamento com topiramato na menor concentracao (10
10 M) apresentou uma menor porcentagem de mastdcitos degranulados por mm? (75,39% =+
0,27), quando comparado com o grupo controle positivo (KCI 60 mM) (100%) (*p= 0,0259,
Tabela 10). As duas menores concentragdes de topiramato 10®* M e 10'° M apresentaram
uma maior porcentagem de mastdcitos granulados por amostragem 57,14% e 71,43%,
respectivamente (p=0,041; p=0,006; Tabela 11; Figura 18), bem como uma maior porcentagem
no total de mastocitos granulados encontrados nas amostras (25% e 38,95%) quando
comparados ao grupo Controle (juncdo dos grupos controle positivo, negativo e veiculos)

(p<0,0001; p<0,0001, Tabela 12).

4.3 ANALISE DA LIBERACAO IN VITRO DE OXIDO NIiTRICO E DE CGRP

A Tabela 13 apresenta os resultados da liberacao in vitro de 6xido nitrico pela dura-
mater intracraniana humana das trés etapas dos oito grupos experimentais, nos quais nao
foram identificadas diferencas significativas entre os grupos tratados e suas etapas quando
comparados com seus respectivos veiculos.

Nao foram observadas diferencas significativas na liberagao in vitro de CGRP pela dura-
mater intracraniana humana na etapa de incubagdo dos grupos experimentais veiculo (etanol
a 0,1%, 0,001%, 0,00001%) e topiramato (10%,10%,10"1° M) conforme est4 demonstrada na
Tabela 14.



Figura 18 — Fotomicrografias de amostra de dura-mater intracraniana humana tratada com topiramato 1071° M.

(A) Presenca de mastocitos granulados (setas pretas) proximos a um grande vaso sanguineo (VS), magnitude 100x. (B) Presenca de mastdcitos
granulados (setas pretas) proximos a um grande vaso sanguineo (VS), magnitude 400x. Coloracao de azul de Toluidina a 2%. Barra de escala
100um (A) e 10um (B). Fonte: a autora, 2021.
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Tabela 10 — Densidade e porcentagem de mastdcitos granulados e degranulados por mm? da dura-mater intracraniana dos grupos experimentais.

Mastocitos Mastdcitos Mastdcitos Mastdcitos
Grupos de tratamento granulados/mm’ Granulados (%) degranulados/mm?>  degranulados (%)

Controle (SIF) 0,03 £0,05 3,60% + 0,07 0,43 +0,55 96,40% + 0,07

KCL 60 mM 0 0 0,84 £ 0,36 100,00%
Veiculo 1 (Etanol a 0,00001%) 0,04 £ 0,05 5,71% + 0,08 0,63 £0,27 94,29% + 0,08
Veiculo 2 (Etanol a 0,001%) 0,05+ 0,09 16,67% + 0,29 0,45+0,42 83,33% + 0,29

Veiculo 3 (Etanol a 0,1%) 0 0 0,30+0,27 100,00%
TP 10°M 0,48 £ 0,69 24,61% + 0,27 0,75+ 0,42 75,39% +0,27*
TP 10%M 0,08 £ 0,08 24,83% + 0,24 0,24 +0,11 75,17% + 0,24

TP 10°M 0 0 0,40 +£0,23 100,00%

Nota: Os dados representam a média + desvio padrdo. SIF — fluido intersticial sintético; KCl 60mM — cloreto de potassio concentrado a 60
milimolar; M- molar; mm? — milimetro quadrado. TP — Topiramato. *p= 0,0259, grupo KCI 60 mM versus grupo TP 107! M. Teste Kruskal
Wallis com multiplas comparagdes de Dunn’s. Fonte: a autora, 2021.
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Tabela 11 — Fragdo e porcentagem da presenca de mastocitos granulados por amostragem de dura-mater intracraniana humana nos grupos experimentais.

Mastadcitos Granulados (%)

Grupos de tratamento (Amostras com mastdcitos Granulados/Total de amostras) P
Controle 7/35 (20%) -

TP 10°M 5/7 (71,43%) p=0,006

TP 10* M 4/7 (57,14% ) p=0,041

TP — Topiramato; M- molar. Controle = Juncao dos grupos experimentais Controles positivo, Controle negativo e veiculos 1, 2, 3. *p=0,041, Controle
versus TP 10 M; **p=0,006, Controle versus TP 101 M. Teste Qui-quadrado (x2). Fonte: a autora, 2021.

Tabela 12 — Fracdo e porcentagem de mastocitos granulados encontrados em amostras de dura-mater.

Mastocitos Granulados (%)

Grupos de tratamento (Quantidade de mastdcitos granulados/ total de mastocitos) p
Controle 9/212 (4,25%) -

TP 10 M 37/95 (38,95%) p<0,0001

TP 10*M 6/24 (25%) p<0,0001

TP — Topiramato; M- molar. Controle = Juncdo dos grupos experimentais Controles positivo, negativo e veiculos 1, 2, 3. ****p<(0,0001, Controle versus
TP 10 M; ***%p<0,0001, Controle versus TP 107'° M. Teste Qui-quadrado ()2). . Fonte: a autora, 2021.
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Tabela 13 — Liberagdo in vitro de Oxido Nitrico (uM) pela dura-mater intracraniana humana das trés
etapas experimentais dos grupos ao longo do tempo.

Pré-incubacio Estimulacio
Grupos de (15 min) Incubacgio (30 min) (30 min)
tratamento Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Controle (SIF) 0,326 +0,111 0,114 = 0,090 0,109 +0,178
KCl 60 mM 0,395+ 0,160 0,104 + 0,093 0,125+ 0,073
Veiculo 1
(Etanol a 0,00001%) 0,246 = 0,097 0,141 £ 0,086 0,239+0,119
Veiculo 2
(Etanol a 0,001%) 0,165+ 0,141 0,094 + 0,060 0,028 £ 0,045
Veiculo 3
(Etanol a 0,1%) 0,161 + 0,083 0,061 £ 0,068 0,067 + 0,086
TP 10'°M 0,224 + 0,096 0,126 + 0,082 0,117 +0,084
TP 108 M 0,119+ 0,086 0,083 + 0,065 0,066 + 0,063
TP 10°M 0,168 + 0,032 0,042 + 0,048 0,037+ 0,039

Nota: Os dados representam a média + desvio padrao de triplicatas de cada amostra. M — Molar; SIF
— fluido intersticial sintético; KCI 60mM — cloreto de potassio concentrado a 60 milimolar; TP —
Topiramato; min — minutos. Teste Kruskal Wallis com multiplas comparagdes de Dunn's e Teste One
Way ANOVA com multiplas comparacdes de Sidak. Fonte: a autora, 2021.

Tabela 14 — Liberacao in vitro de CGRP (pg/mL) de dura-mater intracraniana humana da etapa
incubagdo dos grupos experimentais.

Grupos de tratamento CGRP (pg/mL)
Veiculo (etanol a 0,1%, 0,001%, 0,00001%) (n=9) 18,58+ 18,64
TP 10" M (n=7) 18,28+ 24,64
TP 10®* M (n=7) 34,19+ 36,74
TP 10°°M (n=7) 20,11+ 9,25

Nota: Os dados representam a média + desvio padrao. M — Molar; n — nimero de amostras; TP-
Topiramato; pg/mL — picograma por mililitro. Teste Kruskal Wallis com multiplas comparacdes de
Dunn's. Fonte: a autora, 2021.
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5 DISCUSSAO

5.1 ANALISES MORFOFISIOLOGICAS DE MASTOCITOS EM DURA-
MATER INTRACRANIANA HUMANA

O atual estudo teve como objetivo principal avaliar a densidade de mastocitos em
relagdo a distancia entre essas células e os tipos de vasos (arteriais € venosos) nas camadas
periosteal e meningea, e em regides proximas ou distantes do seio sagital superior de dura-
mater intracraniana humana pos-mortem. Foi observado que os mastocitos se encontravam
em maior quantidade a uma distancia entre 0-150 um de ambos os tipos de vasos sanguineos,
e que houve uma maior densidade dessas células proximo ao vaso venoso da camada
periosteal e em regides proximas ao seio sagital superior.

Os mastocitos, inicialmente considerados impulsionadores essenciais das reagdes
alérgicas, sdo, na realidade, um tipo especial de células que pode ter estado funcionalmente
envolvido em muitos outros processos fisiopatologicos. Sua localizagdo perivascular tipica &
uma pista no controle dos processos vasoativos, e isso, na dura-mater, pode ser associado a
patogénese da cefaleia.

Os estudos acerca da tematica abordada (Tabela 4) ndo relatam, até o presente momento,
uma contagem diferencial dos mastocitos de acordo com os tipos de vasos sanguineos.
Otosson & Edvisson (1997) demonstraram em seu estudo com dura-materes cranianas de oito
cadaveres humanos que mastdcitos foram encontrados nas proximidades dos vasos sanguineos
com uma média de 7,4 mastocitos por campo visual. No entanto, eles realizaram a contagem
em uma distdncia com maior abrangéncia (de até 500um de cada lado da AMM). A
proximidade entre mastocitos e vasos sanguineos permite que os mediadores liberados atuem
diretamente em células endoteliais e, possivelmente, também entrem nos vasos sendo levados
a locais mais distantes, promovendo tanto efeitos locais como sistémicos (KUNDER et al.
2011).

Em contrapartida, os mastocitos durais de ratos foram encontrados em abundéncia
proximos ou distantes dos vasos sanguineos (OTOSSON & EDVINSSON, 1997), bem como
proximos a fibras aferentes com imunorreacdo para substancia P (SP) (ROZNIECKI et al.
1999). Dimlich e colaboradores (1991) mostraram que essas células durais de ratos se
apresentavam alinhadas em paralelo a artéria meningea média na camada periosteal e na
camada meningea, também eram paralelas a ramos do nervo trigeminal, e algumas nao eram
adjacentes a nenhuma das estruturas. Esse mesmo estudo mostrou que em secgoes transversais
de dura-mater intracraniana, os mastocitos eram alinhados na interface entre as duas camadas.

Com isso, supdem-se que, em ratos, os mastdocitos podem ter fungdes relacionadas ao tecido
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conjuntivo, como no processo do desenvolvimento normal, bem como na resposta
inflamatoria a lesdes e reparo de feridas (DIMLICH et al. 1991).

Em outro estudo com mastocitos durais de ratos, foi observado uma maior densidade
nas proximidades de fibras nervosas catecolaminérgicas, porém, apresentando uma maior
fluorescéncia dessas células na zona basal em relagdo a zona apical da dura-mater. Da mesma
forma, a fluorescéncia aumenta no sentido da zona vasal para as zonas perivasal e intervasal,
demonstrando uma relagdo inversa entre quantidade de mastécitos e de fibras nervosas
catecolaminérgicas fluorescentes (ARTICO & CAVALLOTTI, 2001). A implicagdo das
regulagdes autondmicas sobre a fungao dos mastdcitos possui possivelmente um padrao de
distribuicdo proximo aos vasos durais, que recebem diferentes fibras neurais (KLEIJ &
BIENENSTOCK, 2005). A comunicacdo funcional entre os nervos durais e os mastocitos €
fortemente sugerida. Muitas substincias podem ser liberadas de nervos ndo colinérgicos
auténomos ou ndo adrenérgicos, influenciando o recrutamento, proliferacdo e ativacdo de
leucocitos (KLEIJ & BIENENSTOCK, 2005). Por sua vez, as células inflamatérias também
podem modular a fun¢do neuronal (KLEIJ & BIENENSTOCK, 2005).

Varathaj et al. (2012) investigaram a densidade de mastocitos na dura-mater
intracraniana humana e as alteragdes associadas a hemorragia subdural (SDH). Neste estudo
foram usados casos de dura-mater sem sangramento dural e casos com hemorragia dural fresca
e antiga. A densidade analisada nestes trés casos demonstrou que a hemorragia dural esta
associada ao aumento na quantidade de mastocitos durais e parece aumentar com a
cronicidade do sangramento. Varathaj et al. (2012) ainda consideraram que os mastdcitos
apresentavam a tendéncia de serem encontrados em torno dos vasos sanguineos, contudo os
tipos de vasos nao foram identificados, além de serem mais frequentes na camada periosteal
do que na camada meningea (dados numéricos nao informados). Esse mesmo estudo mostrou
que a maioria dessas células se encontravam granuladas e poucas degranuladas ou ativadas
(percentuais nao informados). Em nosso estudo foi especificado o tipo de vaso, se arterial ou
venoso, e foi observado que existia uma maior densidade de mastocitos préximos ao vaso
venoso na camada periosteal do que na camada meningea. E adequado saber o tipo de vaso
em que esses mastocitos se encontram na dura-mater, pois em processos inflamatorios, a
histamina liberada por mastocitos proximos a vasos venosos (vénulas pos-capilares, por
exemplo), alteram a permeabilidade vascular e facilitam a passagem de leucdcitos para o local
(KUNDER et al. 2011; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017). Além disso, a degranulacao de
mastocitos em vénulas pos-capilares de dura-mater pode ser provocada a partir de uma

estimulacdo elétrica do ganglio trigeminal, que conduz a liberagdo de neuropeptideos e,
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consequentemente, o extravasamento plasmatico, a ativagdo de células endoteliais, agregacao
e adesdo plaquetaria (BUZZI & MOSKOWITZ, 1991).

Os mastdcitos sdo reconhecidos como células-chave das reagdes de hipersensibilidade
do tipo I (CRIVELLATO et al, 2004). No entanto, varias linhas de evidéncia indicam que os
mastdcitos expressam fungdes efetoras criticas em disturbios alérgicos classicos associados a
IgE e desempenham papéis essenciais na defesa do hospedeiro contra parasitas, bactérias e
virus. Essas células podem contribuir para a defesa do hospedeiro no contexto de respostas
imunes adquiridas e inatas, liberando uma miriade de moléculas pro-inflamatorias e
imunorreguladoras e expressando um amplo espectro de receptores de superficie para
citocinas e quimiocinas. Além disso, ha evidéncias crescentes de que os mastdcitos exercem
fungdes ndo imunoldgicas distintas, desempenhando um papel relevante na homeostase,
remodelagdo e fibrose dos tecidos, bem como nos mecanismos de angiogénese dos tecidos
(CRIVELLATO etal, 2004; CRIVELLATO & RIBATTI, 2010; RIBATTI E CRIVELLATO,
2016; RIBATTI et al. 2019). Os mastocitos também estdo implicados na progressao das
neoplasias, interagindo com as células tumorais (CRIVELLATO et al, 2004; CRIVELLATO
& RIBATTI, 2010; RIBATTI & CRIVELLATO, 2016; RIBATTI et al, 2019).

Sendo uma estrutura importante da dura-mater, o seio sagital superior, apos estimulagado
elétrica causa dor em humanos (FEINDEL et al, 1960), havendo aumento do fluxo sanguineo
cerebral mais do que a estimulagao realizada em ganglio trigeminal (GOADSBY et al, 1997).
Além disso, a estimulagdo elétrica do SSS também produz liberagdo de CGRP e peptideo
intestinal vasoativo (VIP), de neurdnios trigeminais e de neurOnios parassimpaticos,
respectivamente (ZAGAMI et al, 1990). Devido a importancia do SSS, o nosso estudo,
pioneiro nesta tematica até o momento, dentre as principais literaturas do tema (Tabela 4),
mostrou que ha uma maior populacdo de mastocitos proximos a vasos venosos na regiao
proximal ao SSS.

Queremos discutir as implicacdes funcionais potenciais de nossos resultados da
presenca de mastocitos na dura-mater de humanos. Uma inflamagao estéril na patogénese da
enxaqueca foi postulada, e varios estudos observaram a dura-mater como um possivel local
envolvido na gera¢do da dor da migranea. A descoberta de mastdcitos na dura-mater € um
tanto intrigante, sugerindo fortemente um papel neste processo de inflamacdo com
vasodilatagdo ou constricdo que pode ocorrer durante uma crise de enxaqueca. Uma
comunicacdo bidirecional deve ocorrer entre os vasos sanguineos durais € os mastocitos; da
mesma forma, as trocas de substancias entre os mastocitos € os terminais neurais devem

inervar a dura-mater, particularmente os vasos sanguineos.
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Dentre as cefaleias primarias mais conhecidas, a migranea, ¢ o tipo de ocorréncia mais
comum em mulheres (STOVNER et al. 2007), e o estrogénio pode desempenhar um papel
fundamental na mediagdo dessa suscetibilidade (MACGREGOR, 2009). Estudos tém
demonstrado a presenca de receptores de estrogénio em mastocitos da bexiga humana (PANG
et al. 1995) e em mastocitos de dura-mater de rato (ROZNIECKI et al. 1999). Além disso, ja
foi constatado que o estradiol pode aumentar a degranulacao dos mastocitos por composto
48/80 e carbacol (VLIAGOFTIS et al. 1992; THEOHARIDES et al, 1993). Em ratos, a
densidade dos mastocitos durais intracranianos em relacao ao sexo ¢ maior em fémeas (BOES
& LEVY, 2012). No presente estudo, com amostras de dura-mater intracraniana humana pos-
mortem, ndo foi observado diferencas entre os sexos quanto as densidades de mastocitos nas
areas analisadas da convexidade da dura-mater, nem quanto a porcentagem de mastocitos
degranulados.

No atual estudo verificou-se que as amostras de dura-mater humana pos-mortem tinham
uma porcentagem de mastocitos degranulados de quase 75%. Resultados semelhantes foram
encontrados por Otosson e Edvisson (1997) que estudando amostras de dura-mater
intracraniana pos-mortem de humano, rato e porco observaram porcentagens de mastdcitos
degranulados de 76,8%, 69,19% e 100%, respectivamente. A degranulacdo dos mastdcitos
também pode ser decorrente da retirada da dura-mater do cranio (OTTOSSON &
EDVINSSON, 1997), mas nao podemos comprovar essa hipotese.

Um fendmeno intrigante ¢ que encontramos mastdcitos em ambas as formas -
granulados e degranulados - o que sugere a existéncia de um ciclo entre esses dois estagios.
Nao sabemos quanto tempo um mastocito vive na dura-mater apos a morte, na literatura
afirma-se que esta célula vive de semanas a meses (TAYLOR & METCALFE, 2001). Além
disso, ndo se sabe quanto tempo € o ciclo entre a degranulacdo e a recuperagao da célula ao
seu estado granular neste 6rgao, até o momento foi descrito que este ciclo em cultura de tecido
pulmonar vai de trés a quarenta e oito horas (DVORAK et al, 1987). Esse ciclo provavelmente
pode estar relacionado a duragdo de uma crise de enxaqueca se essa inflamacao estéril
permanecer por toda a duracdo de uma crise de migranea de 4 horas a 3 dias normalmente.

Por fim, outro aspecto potencial a ser comentado diz respeito a uma caracterizaciao
ultraestrutural dos mastdcitos perivasculares. Isso permitiria o reconhecimento de diferentes
tipos de granulos e diria mais sobre potenciais implicagdes funcionais e modalidades de
degranulacdo e poderia aumentar consideravelmente o valor do presente estudo. Estudos

futuros estdo planejados para avaliar mais tais questoes.
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5.2 ANALISES HISTOLOGICAS DA DEGRANULACAO DE MASTOCITOS NO
ESTUDO IN VITRO

A atual pesquisa ¢ um estudo inédito que visou a utilizacdo do topiramato em amostras
de dura-mater intracraniana pos-mortem para analisar seu efeito sobre a degranulacdo de
mastocitos e liberagdo de 6xido nitrico e CGRP, o qual observou-se um efeito protetivo deste
farmaco nas menores concentragdes sobre a porcentagem de mastdcitos granulados. Até o
momento, ndo ha estudos relacionando agdes do topiramato e mastdcitos.

Nas ultimas décadas, tem sido sugerido que mastocitos exercem papéis vasoativos e
neurossensibilizantes na fisiopatologia da migranea. Estudos clinicos com humanos mostram
que ha um aumento nos niveis de histamina em pacientes com migranea e que esses podem
ser tratados de modo especifico pelo receptor H1 por anti-histaminicos profilaticos (AICH et
al 2015; HAIMART et al, 1987; HEATLEY et al 1982; SJAASTAD & SJAASTAD, 1977).
Mediadores inflamatorios tais como endotelina-1, TNFa e IL-6 e leucotrienos, foram
encontrados associados a migranea em seres humanos (SARCHIELLI et al, 2006; SHEFTELL
et al, 2000; HASSELBLATT et al, 1999) . Deste modo, os MCs podem exercer um papel
relevante para a dor da enxaqueca por inimeros mecanismos (AICH et al, 2015)

Otosson & Edvinsson (1997) fizeram um estudo in vitro semelhante com oito dura-
materes de caddveres humanos e de outras duas espécies (porco e rato), € nele analisaram se
o composto 48/80, e os neuropeptideos tais como SP, CGRP, VIP e NPY provocavam
liberacdo de histamina de mastédcitos. O resultado desse estudo indicou que ndo havia
liberacdo de histamina nem de humano nem de porco, e isso tinha relacdo com a alta
espontaneidade de liberagcdo desse mediador das dura-materes de ambas as espécies, o que
explicaria a dificil demonstragdo de algum efeito por parte desses agentes sobre a histamina.
Além disso, a remocdo da dura-mater de humanos e porco do o0sso craniano (craniotomia)
pode provocar degranulacdo (OTOSSON & EDVINSSON, 1997; MARKOWITZ et al, 1989).

Rodriguez-Lopez e colaboradores (2020), demonstraram que um outro antiepiléptico, o
acido valproéico (VPA), foi capaz de reduzir significativamente a degranulagdo de mastocitos
derivados de medula dssea dependente de IgE e a liberacdo de citocinas. Nesse mesmo estudo,
o VPA induziu uma redu¢do significativa na expressdo do receptor de alta afinidade IgE
(FceRI) e receptor do fator de crescimento de mastdcitos (CD117) da superficie celular e
inibiu a fosforilagdo de fosfolipase C gama 2 (PLCy2), que ¢ uma importante molécula de
sinalizagdo envolvida na degranulagdo mediada por IgE e secre¢do de citocinas

(RODRIGUEZ-LOPEZ et al 2020).
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Um outro antiepiléptico, o gabapentina, em estudo com camundongos foi capaz de
reduzir o edema de pata induzido por dextrana, que ¢ dependente da ativacdo do mastdcito
(DAMASCENO et al, 2014). Outra pesquisa estudou o papel do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma (PPAR-y) nos efeitos anti-inflamatérios mediados pela
gabapentina em um modelo experimental de colite em ratos. Nesse estudo a gabapentina foi
capaz de reduzir os parametros inflamatoérios macroscopicos € microscopicos, bem como
diminuiu marcadores de estresse oxidativo e citocinas como IL-18 e TNF-q, assim como
enzima de 6xido nitrico sintase indutivel, ciclooxigenase 2 e o regulador génico inflamatorio
(Fator nuclear kappa B — NFkB). Além disso, foi visto que esses efeitos foram perdidos na
presenca do inibidor especifico de PPAR-y. Com isso, foi atribuido que gabapentina regula a
sinalizacdo dos mastocitos pelo PPAR-y e inibe a inflamagao intestinal. (DE BRITO et al,
2020).

Entre os inimeros mecanismos neuromodulatorios do topiramato usados na migranea
se destacam: a modulagdo dos canais i6nicos de Na' e Ca®" dependentes de voltagem,
modula¢do da sinaliza¢do nociceptiva através dos receptores gama- aminobutirico (GABAA),
a modulagdo da neurotransmissdo excitatoria através de receptores de glutamato
(AMPA /kainato), inibi¢cdo de algumas isoenzimas II e IV da anidrase carbonica e o bloqueio
da ativacdo de neurdnios trigeminais (ROSAS et al, 2018; AURORA & BRIN, 2017;
SPRITZER et al, 2011; CASUCCI et al., 2008). Possivelmente o topiramato pode ter esse
efeito protetivo sobre a degranulagdo de mastocitos, ou de forma semelhante aos farmacos de
mesma classe como VPA e gabapentina, ou pela inibicio de canais idnicos (Ca’") ou
receptores que estdo presentes nos mastocitos tais como: CGRP, GABA (XU et al, 2020), ou
por outras vias que ainda precisam ser investigadas.

Afrim e colaboradores (2015) em sua revisdo fez um copilado de medicamentos usados
em transtornos neuropsiquiatricos que possuem alto risco comprovado ou tedrico de ativacao
de mastocitos e dentre eles estava o topiramato, contudo os experimentos que comprovem isso

nao foram publicados.

5.3 LIBERACAO DE OXIDO NiTRICO E CGRP NO ESTUDO IN VITRO

O atual estudo nao evidenciou nenhum efeito do topiramato sobre a liberagao de NO
nas diferentes concentragdes, devido ao tipo de amostra e tempo de morte, bem como o
estimulo mecanico gerado na retirada da dura-mater do osso craniano. Nenhum estudo foi

encontrado com a dura-mater, topiramato e niveis de 6xido nitrico.
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Entre os principais gatilhos de dor de cabega da migranea esta o 6xido nitrico. Estudo
clinico tem mostrado que existe elevadas concentragdes de produtos de degradagdo de 6xido
nitrico no fluxo venoso da cabeca durante ataques de migranea (SARCHIELLI et al, 2000).
Tem sido sugerido que o alivio da dor de cabega da migranea pode ser bem-sucedida através
do bloqueio da geracao endogena de NO (LASSEN et al 1997). Além disso, pacientes com
migranea e alguns individuos controles demonstraram que a infusdo intravenosa de trinitrato
de glicerol (GTN), um doador de NO exdgeno, causava dor de cabeca imediata e um ataque
de migranea retardada (MESSLINGER, et al 2012).

Estudo com humanos tem evidenciado que a administracdo de topiramato sozinho ou
em conjunto com vitamina “E” diminui os valores de 6xido nitrico sérico e 6xido nitrico nos
rins. Esta diminui¢do pode se dar pela modulacdo dos canais de calcio dependentes de
voltagem nos rins, que pode causar a diminui¢do da produ¢dao mitocondrial de 6xido nitrico.
Com isso, o TP pode exercer efeito protetor sobre o estresse oxidativo e o sistema antioxidante
nos rins (ARMAGAN et al, 2008).

Um estudo com microscopia intravital de modelo animal demonstrou que TP foi capaz
de inibir a dilatagcdo dos vasos sanguineos dural induzida apenas por 6xido nitrico (NO) e ndo
por CGRP (AKERMAN e GOADSBY, 2005a). Provavelmente isso se deu pela inibi¢do da
liberagdo de CGRP a partir de neuronios trigeminais, que reduziu a vasodilatacio dural. Além
disso, esse estudo evidenciou que o topiramato nao foi capaz de agir no neurénio pos-
sinapticamente dos proprios vasos sanguineos, pois a dilatagdo induzida por CGRP nao foi
modificada (AKERMAN e GOADSBY, 2005a).

O neuropeptideo CGRP, encontrado principalmente em fibras nervosas trigeminais de
ramificacdes da artéria meningea média da dura-mater, tem sido considerado um mediador-
chave na migranea e em outras dores de cabega primarias (MESSLINGER et al, 2012). Esse
fato tem sido comprovado com evidéncias clinicas, os quais foram demonstradas
concentracdes elevadas de CGRP no sangue venoso jugular (ASHINA et al, 2000) e na saliva
(BELLAMY et al, 2006) durante ataques de migranea e outras dores de cabeca primarias
(MESSLINGER et al, 2012). Além disso, ataques de migranea vem sendo tratados com
triptanos que causam reducgdo dos niveis de CGRP, bem como anticorpos monoclonais de
receptor de CGRP vem sendo eficaz em pacientes humanos com migranea (AVONA et al
2019). No atual estudo in vitro, buscou-se analisar os niveis de CGRP utilizando fragmentos
de dura-mater intracraniana de cadaver contendo artéria meningea média e fibras
imunorreativas para CGRP, contudo os niveis de CGRP ndo apresentaram diferengas nos

grupos topiramato e veiculos. Possivelmente, essa liberacdo do CGRP em amostra de cadaver
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pode ser escassa ou ser comprometida devido ao tempo de morte, ou a0 mecanismo de retirada
desta dura-mater do cranio, bem como nao foi possivel dosar a tltima etapa de estimulacao
com KCI1 60 mM.

Estudos experimentais tem demonstrado que TP diminui a liberagdo de CGRP induzida
por KCl, 6xido nitrico e proton de forma dose e tempo dependente, em cultura neuronal
trigeminal (DURHAM, 2006; DURHAM et al., 2006). Huang e colaboradores (2018) em um
estudo in vivo com ratos adultos (8-9 semanas) de modelo de migranea induzida por capsaicina
demonstraram que o TP foi eficaz na inibigdo periférica da expressao de CGRP no ganglio
trigeminal (TG), com uma melhor resposta em baixa dosagem em adultos. Além disso, este
mesmo estudo sugeriu que o mecanismo preventivo do TP pode envolver a inibi¢ao central e
periférica do sistema trigeminovascular, sendo uma melhor resposta com uma dose mais alta
de TP para a resposta central no complexo trigeminocervical, e na dura-mater (periferia) com
uma dose baixa para TG em ratos adultos (HUANG et al, 2018). Estes resultados corroboram
com nossos resultados quanto a acdo deste fArmaco nas menores concentragdes, porém isso

se deu apenas na degranulacao dos mastocitos.



69

6 CONCLUSAO

e Mastocitos de dura-mater de cadaver humano apresentaram distdncias dos vasos
arteriais e/ ou venosos que variaram de 0 a 750um;

* Os mastdcitos observados na convexidade da dura-mater intracraniana humana estao
localizados proximos aos vasos arteriais € venosos, com uma densidade maior dessas
células ocorrendo nas proximidades dos vasos venosos na camada periosteal e
proximal ao seio sagital superior, o que sugere sua participagdo em processos
neuroinflamatoérios, como a enxaqueca, bem como na modulagdo da permeabilidade
vascular, angiogénese e no recrutamento de células de defesa na dura-mater humana;

* Mastocitos foram facilmente identificados por triptase nas amostras de dura-mater
intracraniana humana;

* Os niveis de 6xido nitrico e de CGRP de dura-méater humana p6s-mortem in vitro
nao diferenciaram quanto a presenga ou nao do fArmaco topiramato;

* Este estudo in vitro mostrou que o tratamento com topiramato nas menores
concentragdes (10 M e 10°'® M) apresentaram maiores porcentagens de mastdcitos
granulados, sugerindo que este farmaco exerca a¢ao protetiva sobre esta célula, e isso
possivelmente contribui para ndo deflagrar inflamacdo estéril dural e

consequentemente a dor de cabeca na migranea.
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Histomorphometric analysis of mast cells in different

regions of human intracranial dura mater
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Abstract

Mast cells, known as pro-inflammatory effector cells, are immunocytes present in the
meninges and may be involved in the pathophysiology of migraine. This study aims
to evaluate the histomorphometric parameters of mast cells located in the convexity
of the human intracranial dura mater. For this, samples of intracranial dura mater from
eight human fresh cadavers were collected between 8- and 24-hour post-mortem.
The whole samples were fixed, and subsequently, two fragments of 1.5 cm? each
were cut from four different areas of the dura mater convexity, containing a segment
of the middle meningeal artery (MMA), totaling 64 fragments. After histological
processing, the fragments were submitted to microtomy (5 and 10 pm), stained with
toluidine blue (0.1%), or immunohistochemically labeled for tryptase, and analyzed
using optical microscopy. The following histomorphometric parameters were
evaluated: distance from mast cells to vessels, the density of mast cells, and
percentage of mast cells with degranulation. Histomorphometric analyzes showed a
higher density of mast cells in the vicinity of blood vessels (arterial and venous), with
distances around 0 to 150 ym. A greater number of mast cells was detected near
venous vessels in the periosteal layer (17.0 £ 10.1 cells/mm?) than in the meningeal
layer (14.1 £ 7.0 cells/mm?) (p<0.05). Mast cells from the region close to the superior
sagittal sinus were found in greater quantity close to the venous vessels (16.7 + 10.1
cells/mm?) than to the arterial vessels (11.2 £ 7.5 cells/mm?) (p<0.05). In short, in the
convexity of the human intracranial dura mater, mast cells are located close to blood
vessels, with a greater number of cells next to the venous vessels of the periosteal

layer and in the proximal region of the superior sagittal sinus.

KEYWORDS: Meninges, Mast cells, Dura mater, Morphology, microscopy,

Meningeal arteries, Superior sagittal sinus, Migraine disorders, Cadaver.
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1| INTRODUCTION

The intracranial dura mater is a thick meningeal barrier of connective tissue
located between the skull and leptomeninges. This meninx can be divided into three
layers: the periosteal (external), the meningeal (internal), and the subdural
neurothelium. Such layers are well joined, separated only in the venous sinuses and
the cerebral falx (Haines, 1991).

One of the main characteristics of the dura mater is its wide vascularization,
which is supplied mainly by the middle meningeal artery (MMA), in a segment
covering the cerebral convexity. In addition, it has veins that, in general, are parallel
to the path of the meningeal arteries, which drain into efferent vessels in the periosteal
layer or the dural venous sinuses (Levy et al. 2019). Dural venous sinuses are
responsible for draining the blood that infuses intracranial structures, such as the
brain, and play a crucial role in the reabsorption of cerebrospinal fluid (Johanson et
al. 2008).

The dura mater is rich in innervation by trigeminal sensory fibers originating
from the superior cervical branches. Studies showed that in the supratentorial dura
mater of humans, cats and rodents, nerve fibers were located along the arteries, as
well as in the tentorium of the cerebellum and in the venous sinuses (Andres et al.
1987; O’Connor & Van Der Kooy, 1986; Messlinger et al. 1983; Strassman et al.
2004; Lee et al. 2017; Edvinsson & Uddman, 1982; Mayberg et al. 1984).
Immunohistochemical techniques observed that sensory neuropeptides, such as
calcitonin gene-related peptide (CGRP) and substance P (SP), are expressed in
axons innervating the cranial dura, cranial arteries, and venous sinuses (Strassman
et al. 2004; Edvinsson et al. 1983; Edvinsson & Uddman, 1981; Sampaolo et al.
2017).

This external meninx is considered a part of the protective system because it
is sensitive to stimuli that cause pain, possibly participating in the pathophysiology of
primary headaches such as migraine. It is a complex tissue with a variety of immune
cells, such as macrophages, dendritic cells, and mast cells (Mcmenamin, 1999;
Dimlich et al. 1991). In this context, mast cell population has been considered as one
of the requirements for the deflagration of sterile neurogenic inflammation, which
consists of increased vascular permeability, leading to plasma protein extravasation,

arterial vasodilation, and activation of resident immune cells (Mcmenamin, 1999;
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Dimlich et al. 1991; Strassman & Levy, 2006; Fricke et al. 2001; Moskowitz et al.
1987; Dimitriadou et al. 1997; Moskowitz et al 1979).

Mast cells are immune cells that originated in the bone marrow, known to play
a relevant role in allergic reactions, as well as in immunity and in several
neuropathological conditions, which include migraine (Theoharides et al. 2016, 1995,
2005; Sayed et al. 2011; Karagkouni et al. 2013; Graziottin et al. 2014; Kempuraj et
al. 2016a, 2016b; Moretti et al. 2016). Mast cells are found in the intracranial dura
mater of humans (Otosson & Edvinsson, 1997; Varathaj et al. 2012; Eftekhari et al.
2013), of rodents (Artico & Cavallotti, 2001; Dimlich et al. 1991; Rozniecki et al 1999),
and of pigs (Otosson & Edvinsson, 1997), in the vicinity of blood vessels and in close
interaction with afferent nociceptive fibers (Rozniecki et al. 1999; Galli 1993).
Moreover, these immune cells have granules containing various mediators, such as
histamine, tryptase, cytokines, prostaglandins, and leukotrienes, which exert
vasodilatory, pro-inflammatory, and neurosensitizing functions and are involved in the
pathophysiology of migraine (Rozniecki et al. 1999; Levy et al. 2007; Kunder et al.
2011).

Since the relationship between the vascularity and cell types of the human
intracranial dura may play a central role in immune response and neurogenic
inflammation, a histomorphometric study of mast cells in the convexity of this meninge
was performed. Hence, we aimed to evaluate the density of mast cells in relation to
the distance between these cells and the arterial and venous vessels in the periosteal
and meningeal layers, in near or far regions from the superior sagittal sinus of the
human intracranial dura mater obtained from fresh cadavers. In addition, the
percentage of mast cells with degranulation and the tryptase expression of these

granulocytes were analyzed.
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2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Human intracranial dura mater

The Ethics Committee for Research Involving Humans - Health Sciences
Center/Federal University of Pernambuco (CCS/UFPE) — approved this study (CAAE
57692216.5.0000.5208). The human intracranial dura mater samples were obtained
from eight fresh cadavers (ages 22 to 84 years; 4 women, 4 men) from the Division
of Postmortem Inspection (SVO), UFPE. The causes of death were stroke (n=2),
heart problems (n=2), cancer (n=2), and lung problems (n=2) (Table 1). After
collection, the samples were fixed in 10% buffered formalin for 48 hours, and then
two fragments of 1.5 cm? each were cut from four different areas of the dura mater
convexity, containing a segment of the middle meningeal artery (MMA), totaling 64
fragments. The four different areas of the dura mater convexity were: (1) region distal
to the superior sagittal sinus and the periosteal layer (Figure 1A, number 1); (2) region
distal to the superior sagittal sinus and the meningeal layer (Figure 1B, number 2);
(3) region proximal to the superior sagittal sinus and the periosteal layer (Figure 1A,
number 3); and (4) region proximal to the superior sagittal sinus and the meningeal
layer (Figure 1B, number 4). These fragments underwent dehydration, clearing, and
paraffinization. Subsequently, the embedding was performed to position the dura
mater fragments longitudinally according to the desired layer: facing the top view

(periosteal layer) or bottom view (meningeal layer).

2.2 | Identification of mast cells by toluidine blue (0.1%) staining

For toluidine blue staining, the samples in paraffin blocks were cut crosswise
to visualize the direction of the vessels (in their longitudinal aspect), in 10 pm
thickness, and were taken to the oven for adhesion to the glass slide. Then the
sections were deparaffinized (xylol |, alcohol-xylol, 100%, 90%, 80%, and 70%
alcohol), hydrated, and stained with 0.1% toluidine blue. Finally, the preparations

were dehydrated, bleached, and mounted with a coverslip and synthetic glue.

2.3 | Identification of mast cells by the expression of Tryptase by
immunohistochemistry.

The embedded dura mater samples were subjected to microtomy with 5 pm
thick cuts, mounted on glass slides. The slides were deparaffinized in xylene (I, Il),
bathed in decreasing ethyl alcohol solution (100%, 90%, 80%, and 70%), and tap
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water for 5 minutes each step. Antigen retrieval was performed with citrate buffer (10
mM, pH 6.0) in a water bath at 60°C for 60 minutes. Subsequently, two washes with
PBS (100 mM, pH 7.2) were performed for 5 minutes after each
immunohistochemistry step. The slides were then immersed in a 3%
methanol/peroxide solution for 30 minutes. The blocking solution from the kit
(BosterBio SA 1021) was applied for 20 minutes. Then, it was incubated with the
primary mast cell anti-tryptase antibody (AA1- Abcam 2378; at 1:100 dilution) in a
humid chamber overnight, at 4°C. Subsequently, secondary (Biotinylated 1IGG) and
tertiary antibodies (SABC) were applied to each sample at 25°C for 20 minutes. The
tissues were incubated with a DAB developer and counterstained with hematoxylin.
Immediately, the samples were washed in running water, in graded alcohol solution
(70%, 80%, 90%, and 100%), xylol, and mounted. For the negative control, the same
protocol was used without the primary antibody. For the positive control samples of

the human small intestine were used.

2.4 | Microscopic analysis

The light microscopic analyses were performed by one observer
independently, without knowledge of the experimental conditions. The dura mater
samples were analyzed by digitalized images (Motic Images Plus 2.0), obtained at
100x and 400x magnification, and aided by an Olympus BX-50 microscope coupled
to a digital camera. The mast cells were considered degranulated when the granules
were on the outside of the cell (more than 5 granules), or loss of staining of the cell
(more than 50%), or had a ghostly aspect (Rozniecki et al. 1999). Five 0.59 mm?

fields from each sample were analyzed.

2.5 | Histomorphometric analysis

The histomorphometric analyses were performed by Software ImageJ® 1.52a
(2019). The measurement parameters adopted were the distance from the mast cell
to the arterial and venous vessel (tunica media or endothelial cells), percentage of
degranulated mast cells, and mast cell density by distance (number of cells/mm?).
From this last analysis, comparisons were made to know which areas of the convexity
of the human intracranial dura mater (periosteal or meningeal layers; proximal or
distal regions of the superior sagittal sinus) had the highest density. The density of

mast cells was counted according to the distance of this cell to the arterial vessel
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(tunica media of the middle meningeal artery and descending arterioles) and venous
vessel (tunica media of veins and the endothelial layer of venules). This count was
performed from the analysis between the minimum and maximum distances obtained
between the mast cell and the vessel (minimum = 0 ym; maximum = 750 ym). The
intervals determined for density of mast cells per mm? were: 0 — 150 uym, 151 — 300

pm, 301 — 750 ym. The quantification of mast cells was done by only one observer.

2.6 | Statistical analysis

Graphpad prism software version 8.0.3 was used for statistical analysis. The
distribution of quantitative variables was analyzed by applying the Kolmogorov-
Smirnov normality test. Data with normal and non-normal distribution were evaluated,
respectively, by parametric tests (paired t-test, unpaired t-test and One Way ANOVA
with Dunnett's multiple comparisons test) and non-parametric tests (Kruskal Wallis
test with Dunn's multiple comparisons test). Differences were considered significant

for p<0.05 and the confidence interval (Cl) shown was 95%.
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3 | RESULTS

Mast cells were easily identified in the dural samples by toluidine blue staining,
showing blue or magenta coloration (Figures 2 and 3), and the tryptase marker,
showing brown coloration (Figure 4). Found around blood vessels (arterial and
venous) (Figs. 2, 3 and 4), these cells had a compact and intensely stained cellular
profile, with visible intracellular granules (25,1% £ 0,06) as shown in table 2. However,
most mast cells presented pale spots and extrusive granules around the cell body,
characterizing the degranulation process, which was 74.9%z+ 0.06 (Figs. 2, 3 and 6;
Table 2). The degranulation profile was almost the same for both sexes, with about
75.6x 0.05% degranulated cells in the female samples and 74.3+ 0.03% in the male
(Table 2).

Among the distances established to verify mast cell density, it was observed
that the greatest amount of mast cells was found very close (0 - 150 ym) to both
vessels (arterial and venous) in all analyzed areas of the convexity of the human
intracranial dura mater (Tables 3 and 4; Fig. 2 and 3).

As most mast cells were between 0 - 150 um distant from both arterial and
venous vessels, comparisons were made between the different areas of the convexity
to find out where there was the highest density of mast cells in relation to the
periosteal and meningeal layers, and the position in relation to the superior sagittal
sinus (SSS) (proximal or distal). A greater amount of mast cells was observed near
the venous vessels in the periosteal layer (17.0 £ 10.1 cells/mm?) when compared to
the meningeal layer (14.1 + 7.0 cells/mm?) (p<0.05) (Table 5). Furthermore, in the
periosteal layer, the density of mast cells was higher near the venous vessels (17.0
+ 10.1 cells/mm?) than in the arterial vessels (12.05 + 7.6 cells/mm?) (p<0.05) as
described in Table 5. As for the location in relation to the SSS (proximal versus distal),
we observed a higher density of mast cells near the venous vessels (16.7 + 10.1
cells/mm?) than the arterial vessels (11.2 + 7.5 cells/mm?) in the proximal region of
the SSS (p<0.05) (Table 6). Regarding gender, there were no differences in mast cell

density in the different areas analyzed (Table 7).
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4 | DISCUSSION

Mast cells, initially thought to be essential drivers of allergic reactions, are in
reality a special cell type that may have been functionally involved in many other
pathophysiological processes. Their typical perivascular location is a hint in the
control of vasoactive processes, and this, in the dura mater, may be put in conjunction
with the pathogenesis of headache.

To date, the studies on this topic (Table 2) have not reported a differential
count of mast cells according to blood vessel types, and in this study, we
demonstrated that mast cells were found in greater numbers at a distance between
0-150 um from both blood vessel types (arterial and venous) of the convexity of the
human intracranial dura mater. Otosson & Edvisson (1997) demonstrated in their
study of cranial dura mater from eight human cadavers that mast cells were found in
the vicinity of blood vessels with an average of 7.4 mast cells per visual field.
However, they performed the counting at a distance with a greater range (up to 500
pMm on either side of the MMA). The proximity between mast cells and blood vessels
allows the released mediators to act directly on endothelial cells topossibly enter the
vessels and be carried to more distant sites, promoting both local and systemic
effects (Kunder et al. 2011).

In contrast, rat dural mast cells have been found in abundance near or far from
blood vessels (Otosson & Edvinsson, 1997), as well as near afferent fibers
immunoreactive for substance P (SP) (Rozniecki et al. 1999). Dimlich et al. (1991)
showed that these rat dural mast cells were aligned parallel to the middle meningeal
artery in the periosteal layer and in the meningeal layer, they were also parallel to the
trigeminal nerve branches, and some were not adjacent to either structure This same
study showed that mast cells were aligned at the interface between the two layers in
cross-sections of the intracranial dura mater. With this, it is evident that in rats, mast
cells may have functions related to connective tissue, such as in the normal
developmental process, and in the inflammatory response to injury and wound repair
(Dimlich et al. 1991).

In another study with rat dural mast cells, a higher density was observed in the
vicinity of catecholaminergic nerve fibers, showing a higher fluorescence of these
cells in the basal zone in relation to the apical zone of the dura mater. Similarly, the
fluorescence increases from the vasal zone to the perivasal and intervasal zones,

demonstrating an inverse relationship between the number of mast cells and
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fluorescent catecholaminergic nerve fibers (Artico & Cavallotti, 2001). We want to
delineate the implication of autonomic regulations over mast cell function and
probably a distribution pattern closer to dural vessels, which received different neural
fibers (Kleij & Bienenstock, 2005). Functional communication between dural nerves
and mast cells is strongly suggested. Many substances may be released from
autonomic or nonadrenergic non-cholinergic nerves, influencing the recruitment,
proliferation, and activation of leukocytes (Kleij & Bienenstock, 2005). On the
contrary, in its turn, inflammatory cells may as well modulate neuronal function (Kleij
& Bienenstock, 2005).

Varathaj et al. (2012) investigated the density of mast cells in human
intracranial dura mater and the changes associated with subdural hemorrhage
(SDH). This study used cadaveric dura mater without dural bleeding and cases with
fresh and old dural hemorrhage. The density analyzed in these three cases
demonstrated that dural hemorrhage is associated with an increase in the number of
dural mast cells and seems to increase with chronicity of bleeding. Varathaj et al.
(2012) also considered that mast cells tended to be found around blood vessels, but
the types of vessels were not identified, and more frequently located in the periosteal
layer than in the meningeal layer (numeric data not reported). This same study
showed that most of these cells were granulated, and few were degranulated or
activated (percentages not reported). In the present study, the type of vessel was
specified, arterial or venous, and it was observed that there was a higher density of
mast cells near the venous vessel in the periosteal layer than in the meningeal layer.
It is appropriate to know the type of vessel in which these mast cells are found in the
dura mater because, in inflammatory processes, the histamine released by mast cells
near venous vessels (post-capillary venules, for example) alter the vascular
permeability and facilitate the passage of leukocytes to the site (Kunder et al. 2011;
Junqueira & Carneiro, 2017). Furthermore, mast cell degranulation in post-capillary
venules of dura mater can be triggered from electrical stimulation of the trigeminal
ganglion, which leads to the release of neuropeptides and, consequently, plasma
leakage, endothelial cell activation, platelet aggregation and adhesion (Buzzi &
Moskowitz, 1991).

Mast cells are recognized as key cells of type | hypersensitivity reactions
Crivellato et al., 2004). However, several lines of evidence indicate that mast cells

express critical effector functions in classic IgE-associated allergic disorders and play
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essential roles in host defense against parasites, bacteria, and viruses. These cells
can contribute to host defense in the context of acquired and innate immune
responses by releasing a myriad of pro-inflammatory and immunoregulatory
molecules and expressing a broad spectrum of surface receptors for cytokines and
chemokines. Moreover, there is growing evidence that mast cells exert distinct
nonimmunological functions, playing a relevant role in tissue homeostasis,
remodeling, and fibrosis, as well as in the mechanisms of tissue angiogenesis
(Crivellato et al., 2004; Crivellato & Ribatti, 2010; Ribatti & Crivellato, 2016; Ribatti et
al. 2019). Mast cells are also implicated in the progression of neoplasms, interacting
with tumor cells (Crivellato et al., 2004; Crivellato & Ribatti, 2010; Ribatti & Crivellato,
2016; Ribatti et al. 2019).

As an important structure of the dura mater, after electrical stimulation of the
superior sagittal sinus causes pain in humans (Feindel et al. 1960), by increasing
cerebral blood flow more than the stimulation performed in trigeminal ganglion
(Goadsby et al. 1997). In addition, electrical stimulation of the SSS also produces the
release of CGRP and vasoactive intestinal peptide (VIP) from trigeminal neurons and
parasympathetic neurons, respectively (Zagami et al. 1990). Due to the importance
of the SSS, our study, a pioneer in this theme so far, with the literature on the subject
(Table 2), showed a larger mast cell population near the venous vessels in the region
proximal to the SSS.

We want to discuss on potential functional implications of our results of the presence
of mas cells in the dura mater of humans. A sterile inflammation in the pathogenesis of
migraine has been postulated, and several studies have observed the dura mater as
a possible site involved in the generation of migraine pain. The finding of mast cells
in the dura mater is somewhat intriguing, strongly suggesting a role in this
inflammation process with vasodilation or constriction that can occur during a
migraine attack. A bidirectional communication must occur between dural blood
vessels and mast cells; likewise, exchanges of substances between mast cells and
neural terminals must innervate the dura mater, particularly the blood vessels.

Among the best-known primary headaches, migraine is the most common
type of headache occurring in women (Stovner et al. 2007), and estrogen may play a
key role in mediating this susceptibility (Macgregor, 2008). Studies have
demonstrated estrogen receptors in human bladder mast cells (Pang et al. 1995) and

in rat dura mater mast cells (Rozniecki et al. 1999). In addition, it has been found that
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estradiol can increase mast cell degranulation by compound 48/80 and carbachol
(Vliagoftis et al. 1992; Theoharides et al. 1993). In rats, the density of intracranial
dural mast cells in relation to sex is higher in females (Boes & Levy 2012). In the
present study, with postmortem samples of human intracranial dura mater, no
differences were observed between the sexes regarding mast cell densities in the
analyzed areas of the dura mater convexity, nor regarding the percentage of
degranulated mast cells.

The current study found that the postmortem human dura samples had a
percentage of degranulated mast cells of almost 75%. Similar results were found by
Otosson and Edvisson (1997), who - studying postmortem intracranial dura samples
from human, rat, and pig - observed degranulated mast cell percentages of 76.8%,
69.19%, and 100%, respectively. The degranulation of mast cells may also be due to
the removal of the dura mater from the skull (Ottosson & Edvinsson, 1997), but we
cannot prove this hypothesis.

An intriguing phenomenon is that we find mast cells in both forms - granulated
and degranulated - which suggests the existence of a cycle between these two
stages. We do not know how long a mast cell lives in the dura mater or how long this
cycle between degranulation and the cell recovers to its granular state is; we do not
know either. This could likely be linked to the duration of a migraine attack if this
sterile inflammation remains for the entire duration of a migraine attack of 4 hours up
to 3 days usually.

Finally, another potential aspect of being commented is regarding an
ultrastructural characterization of the perivascular mast cells. This would enable
recognition of different types of granula and tell more about potential functional
implications and modalities of degranulation and could considerably increase the
value of the present study. Future studies are planned to evaluate further such

questions.
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5| CONCLUSION

The mast cells observed in the convexity of human intracranial dura are
located near arterial and venous vessels, with a higher density of these cells occurring
in the vicinity of venous vessels in the periosteal layers and proximal to the superior
sagittal sinus. Thus, human dural mast cells are versatile cells, suggesting their
participation in neuroinflammatory processes, such as migraine, modulating vascular

permeability, and recruiting defense cells in the human dura mater.
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1 TABLE 1. Information about the human intracranial dura samples that were collected postmortem from the Death Verification Service
2 (DVS) of the Federal University of Pernambuco from June/2019 to December/2019.

3
Dura mater Sex Age (years) Cause of death Postmortem time (hours)
donor (#)

1 Female 22 Cardiogenic shock 9

2 Female 48 Sudden cardiac death 10

3 Female 67 Cancer 8

4 Female 80 Pulmonary Edema 19

5 Male 59 Stroke 19

6 Male 64 Cancer 21

7 Male 81 Stroke 24

8 Male 84 Pulmonary Embolism 13
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

19
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20 TABLE 2. Comparative analysis of different histomorphometric parameters of the mast cells in intracranial dura studies in different
21  species.

Species Density Degranulation Granulation References
(%) (%) (Author/ Year)
Types of Layer types SSS Sex
blood (Location)
vessels
Human Venous and Periosteal and Proximaland  Female General — General — This study
arterial Meningeal distal and male 74,9 £ 0,06 25,1+ 0,06
Female — Female —
75,6%% 0,05 24,4%= 0,05
Male — Male —
74,3%+ 0,03 25,7%= 0,03
Human ND Periosteal and NS NS NS NS Varathaj et al 2012
Meningeal

(Numeric data
not reported)

Rat NS NS NS Female Numeric data not reported, only graphs NS Boes & Levy, 2012
and male
Rat ND NS NS NS NS NS Artico & Cavallotti,
2001
Rat NS NS NS NS Control — 36 + 8 NS Rozniecki et al. 1999

Stress — 68 £ 8
Stress anti-CRH -35+ 8
NRS + stress 54 + 12
Antalarmin + stress 42 + 8

Rat, Arterial NS NS NS Rat — 69,19 NS Otosson & Edvinsson,
Pig Pig — 100 1997

Human Human - 76,8
Rat Arterial NS NS NS Immunohistochemistry, NS Dimlich et al. 1991

perfusion fixation
Left-11.1 £ 3.9/ Right - 36.1 + 6.4.
Glyoxylic acid (GA) technique no perfusion
fixation

Left- 78.6 £ 2.4/ Right - 77.2 £ 2.3.

Counterstained with berberine

sulphate, no perfusion fixation.
Left- 90.3 £ 1.2/ Right - 88.0 £ 1.6

22 Note: SSS — Superior sagittal sinus; NS- Not shown; ND — Not distinguished; NRS — normal rabbit serum. Dimlich et al. (1991) chose to use the term

23 "dispersion" in place of the term "degranulation", but in practice both have a similar meaning.
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TABLE 3. Quantitative analysis of mast cell density (number of mast cells/mm?) at different distances (0 - 150; 151 - 300; 301 -
750 um) in relation to the arterial vessel in the layers (periosteal and meningeal) and positions in relation to the superior sagittal
sinus (proximal or distal) of the intracranial dura mater corresponding to the cerebral convexity of eight human cadavers.

Number of samples Distance(pm) between Distal periosteal Distal meningeal Proximal periosteal Proximal meningeal
T (n) arterial vessel and mast layer (1) layer (2) layer (3) layer (4)
cells
8 0-150 124 +5.8 13.7+11.6 11.7+£9.2 10.7+5.6
8 151 - 300 5.6 £ 3.7*** 5.3 £ 3.3** 49+4.1* 5.8 £ 3.5**
8 301 -750 3.5+ 2. 7% 2.7 +2.5%* 4.7 £ 5.6%* 4.2 + 3.2%**

Note: *p<0.05, 0 -150 ym vs 151 — 300 ym area (3); **p<0.01, 0 -150 ym vs 151 - 300 ym area (2) and (4); **p<0.01, 0 - 150 ym vs 301 - 750 ym area (3);
***p<0.001, 0 -150 pm vs 151 - 300 pm area (1); 0 -150 ym vs 301 - 750 um area (1), (2) and (4). Area (1) and (4): One Way ANOVA with Dunnett's test for
multiple comparisons. Area (2) and (3): Kruskal Wallis test with Dunn's multiple comparisons test. Areas were evaluated as arranged and data are shown as
mean * standard deviation. T Right and left sides of eight postmortem dura mater specimens

TABLE 4. Quantitative analysis of mast cell density (number of mast cells/mm?) at different distances (0 - 150 um; 151 - 300 um;
301 - 750 um) in relation to the venous vessel in the layers (periosteal and meningeal) and positions in relation to the superior
sagittal sinus (proximal or distal) of the intracranial dura mater corresponding to the convexity of eight human cadavers.

Number of samples Distance (um) between Distal periosteal Distal meningeal Proximal periosteal Proximal meningeal
T (n) arterial vessel and mast layer (1) layer (2) layer (3) layer (4)
cells
8 0-150 164174 12.5+6.6 17.7+12.5 15771
8 151 — 300 3.6 £ 2.3 3.5+ 3.3 2.9 £ 2.5 3.7 £3.1%
8 301 -750 1.8+1.6"* 4.0+ 3.8%** 1.4 +£1.8%** 2.0 £2.4%

Note: ***p<0.001, 0 — 150 ym vs 151 — 300 ym all areas; 0 - 150 ym vs 301 - 750 ym all areas. Area (1): One way ANOVA with Dunnett's test for multiple
comparisons. Area (2), (3) and (4): Kruskal Wallis test with Dunn's multiple comparisons test. Areas were evaluated as arranged and data are shown as mean
* standard deviation. T Right and left sides of eight postmortem dura specimens.
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TABLE 5. Quantitative analysis of mast cell density (number of mast cells/mm?) at a distance of 0 to 150 um from the vessels
(arterial and venous) in relation to the types of layers (periosteal and meningeal) of the intracranial dura mater corresponding to
the convexity of eight human cadavers.

Number of Blood vessel type Periosteal layer Meningeal layer
samples T (n)
32 Arterial 12.1 £ 7.6* 122+ 9.1
32 Venous 17.0 £ 10.1 14.1 £ 6.9#

Note: *p<0.05, 0 — 150 uym of the venous vessel periosteal layer vs 0 - 150 um of the arterial vessel periosteal layer.
Unpaired t-test. #p<0.05, 0 - 150 um of the venous vessel periosteal layer vs 0 - 150 uym of the venous vessel
meningeal layer. Paired t-test. Areas were evaluated as arranged and data are shown as mean * standard
deviation. TRight and left sides/proximal and distal position of the superior sagittal sinus of eight postmortem dura
specimens.

TABLE 6. Quantitative analysis of the mast cell density (number of mast cells/mm?) at a distance of 0 to 150 um from the vessels
(arterial and venous) in relation to the positions with respect to the superior sagittal sinus (distal and proximal) of the intracranial
dura mater corresponding to the convexity of eight human cadavers.

Number of samples 1 (n) Blood vessel type Distal Proximal
32 Arterial 13,0+ 9,0 11,2 £ 7,5*
32 Venous 14,4 +£7,2 16,7 £ 10,0

Note: **p<0.01, 0-150 pym of the venous vessel proximal to the superior sagittal sinus vs 0-150um of the arterial
vessel proximal to the superior sagittal sinus. Kruskal Wallis test with Dunn's multiple comparisons test. TRight
and left sides/periosteal and meningeal layers of eight postmortem dura specimens.
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TABLE 7. Quantitative analysis of mast cell density (number of mast cells/mm?) at a distance of 0 to 150 um from the vessels
(arterial and venous) in relation to sex (female and male) of the intracranial dura mater corresponding to cerebral convexity of
eight human cadavers.

Number of Area Female Female Male Male
samples T (n) Arterial Vessel Venous Vessel Arterial Vessel Venous Vessel
8 Distal/Distal 10,8 £ 5,0 14,6 + 8,6 13,9 £ 6,53 18,7+ 7,2
Periosteal Layer (1)

8 Meningeal Layer/ 10,0 £ 5,1 12,5+ 8,6 17,3 £ 15,2 12,6 +4,3
Distal (2)

8 Periosteal Layer (3) 10,8 £ 6,2 13,8 +8,3 12,6 £ 11,92 19,5 + 14,1

8 Proximal/ Meningeal 12,6 £ 6,4 16,3+ 5,4 8,7+4,32 15,3+8,9
Layer (4)

Note: Areas were evaluated as arranged and data are shown as mean + standard deviation. TRight and left sides of eight (four male/four
female) postmortem dura mater specimens.
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®

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Solicitamos a sua autorizagio para conduzir um estudo: INFLUENCIA DE FARMACOS USADOS NA
PREVENCAO DA ENXAQUECA SOBRE A LIBERACAO DE CGRP E DEGRANULACAO DE
MASTOCITOS DE DURA-MATER DE HUMANOS — ESTUDO IN VITRO na pessoa falecida que estd sob
sua responsabilidade no Servio de Verificagdio de Obitos desta Universidade. Esta pesquisa ¢ da
responsabilidade da pesquisadora Emanuela Paz Rosas — Av. Prof. Moraes Rego, 780, apt 202, bloco A, Varzea,
CEP 50670-423 — (81)8878-7615/ (81) 3039-3605, manu_pathy@hotmail.com

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dra. Manuela Figueiroa Lyra de Freitas; Msc Amanda;
Camila Carolinne Silva de Almeida; Telefones para contato: (81) 99945-1030; (81) 98703-7865; (81) 99689-
4051; e estd sob a orientacdo de: Dr. Marcelo Moraes Valenga; Telefone: (81) 99922-9394; e-mail:
mmvalenca@yahoo.com.br

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo lhe sejam compreensiveis, as diividas podem
ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem
dados, caso concorde com a realizagdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que esta em duas vias, uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.
Caso ndo concorde, ndo havera penalizacdo, bem como serd possivel retirar o consentimento a qualquer
momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

TITULO: INFLUENCIA DE FARMACOS USADOS NA PREVENCAO DA ENXAQUECA SOBRE A
LIBERACAO DE CGRP E DEGRANULACAO DE MASTOCITOS DE DURA-MATER DE HUMANOS —
ESTUDO IN VITRO

LOCAL DE ESTUDO: Servigo de verificagdo de 6bitos (SVO)

INTRODUCAO E OBJETIVOS: Este termo vem para solicitar a autorizagio do Sr(a). para que possa ser
coletado parte do tecido que estd dentro do cranio (dura-mater), do corpo do Sr(a).
falecido na data , para que seja realizado
pesquisa cientifica com o material coletado do mesmo.

DURACAO DO ESTUDO: A coleta de dados tera a duragdo de aproximadamente 03 meses e a coleta sera
realizada apenas uma vez.

RISCOS E DESCONFORTOS: O presente estudo apresenta riscos minimos, associados apenas a ansiedade
dos parentes e ou responsaveis pela pessoa falecida. Ha o risco de acidente com o bisel durante o experimento
bem como acidente na hora de coletar o material.

BENEFICIOS: Proporcionar a fundamentagdo e desenvolvimento de estudos das possiveis causas da
enxaqueca.
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As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicacdes
cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo
assegurado o sigilo sobre a participagdo do/a senhor(a) e do falecido. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo
armazenados em pastas de arquivo de computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora Emanuela
Paz Rosas, no enderego (acima informado), pelo periodo de no minimo 5 anos.

Nada lhe sera pago nem o (a) senhor (a) pagara nada para a participagdo nesta pesquisa. Fica também garantida
indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo do familiar falecido na pesquisa,
conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego: (Avenida da Engenharia s/n — Prédio do CCS -
1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepces@ufpe.br).
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Assinatura do pesquisador (a)

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DA PESSOA FALECIDA

Eu, , CPF , abaixo assinado,
responsavel pelo/a falecido/a: , autorizo a sua participacdo no
estudo: INFLUENCIA DE FARMACOS USADOS NA PREVENCAO DA ENXAQUECA SOBRE A
LIBERACAO DE CGRP E DEGRANULACAO DE MASTOCITOS DE DURA-MATER DE
HUMANOS- ESTUDO IN VITRO.

Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela
envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da participag@o dele (a). Foi-me garantido
que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data
Assinatura do (da) responsavel:

Presenciamos a solicitacio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
articipar. 02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):
Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
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