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RESUMO

A migranea, doenca neuroldgica mais prevalente no mundo, ficando atras apenas da
cefaleia tensional, é caracterizada por crises de dor de cabeca, muitas vezes unilateral e
latejante, com uma maior sensibilidade visual a luz, auditiva aos sons e ao movimento, com
sensacOes vertiginosas. Uma das principais causas de incapacidade em todo o mundo, a
migranea gera gastos sanitarios anuais estimados em mais de US$ 9 bilhdes no Brasil. Varias
biomoléculas estdo envolvidas na fisiopatologia das crises de migranea, gerando a ativacao de
alguns ndcleos neuronais, incluindo o sistema nervoso central e o sistema nervoso periférico.
Essas biomoléculas que participam na génese de uma crise de migranea sdo também
encontradas no LCR, que circula pelo espaco subaracndideo com intima relacdo com o sistema
nervoso central e parte do sistema nervoso periférico. Um componente importante do sistema
trigémino-vascular é a dura-méater com suas artérias meningeas e rica inervagdo trigeminal.
Evidéncias sugerem que o fendmeno da dor esta intimamente relacionado com liberacéo de
CGRP, por outro lado, ocitocina parece exercer um papel inibitorio durante fenémenos algicos.
O oxido nitrico participa no controle de inimeras fun¢6es no sistema nervoso central, como um
importante neuromodulador. Neste estudo, objetivou-se mensurar as concentracdes do CGRP,
ocitocina e 6xido nitrico no LCR de pacientes que iriam se submeter a uma puncdo lombar para
procedimentos de rotina durante uma raquianestesia (ou bloqueio subaracndideo). Visando
comparar um grupo controle de pacientes sem migranea com um grupo formado apenas de
migranosos, os pacientes foram divididos em individuos com migranea e um grupo controle,
de ambos os sexos. As amostras foram coletadas no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco. A quantificacdo das moléculas foi realizada por meio de Elisa,
radioimunoensaio e quimiluminescéncia. Foram avaliadas amostras de 27 pacientes, dos quais
12 foram incluidos no grupo migréanea, dentre eles 9 mulheres. Os niveis de CGRP em mulheres
com migranea e do grupo controle foi de 0,09 + 0,3 versus 0,10 + 0,02 pg/ml, e nos homens
0,09 £ 0,01 versus 0,08 £+ 0,01 pg/ml. A concentracdo de ocitocina no grupo migranea foi 0,41
+ 0,33 versus 0,42 + 0,21 pg/ml no grupo de mulheres e nos homens 0,24 + 0,12 versus 0,33 £
0,21 pg/ml. O oOxido nitrico no grupo de mulheres com migranea teve média de 20,37 * 19,2
versus 13,08 £ 7,92 pg/ml, nos homens a media foi de 11,67 £+ 2,10 versus 11,47+6,78 pg/ml.
N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre as concentragdes das substancias e 0s
grupos avaliados. Embora ndo tenham sido demonstradas diferencas estatisticas significativas
entre 0s grupos comparados, este estudo foi o primeiro a correlacionar os niveis de substancias

envolvidas na modulacéo da dor no LCR de pacientes com migranea.



Palavras-chave: Migranea. LCR. Ocitocina. CGRP. Oxido nitrico.



ABSTRACT

Migraine, the most prevalent neurological disease in the world, second only to tension
headache, is characterized by attacks of headache, often unilateral and throbbing, with greater
visual sensitivity to light, auditory to sounds and movement, with vertiginous sensations. One
of the main causes of disability worldwide, migraine generates annual health expenses
estimated at more than US$ 9 billion in Brazil. Several biomolecules are involved in the
pathophysiology of migraine attacks, generating the activation of some neuronal nuclei,
including the central nervous system and the peripheral nervous system. These biomolecules
that participate in the genesis of a migraine attack are also found in the CSF, which circulates
through the subarachnoid space with a close relationship with the central nervous system and
part of the peripheral nervous system. An important component of the trigeminal-vascular
system is the dura mater with its meningeal arteries and rich trigeminal innervation. Evidence
suggests that the phenomenon of pain is closely related to the release of CGRP, on the other
hand, oxytocin seems to exert an inhibitory role during pain phenomena. Nitric oxide
participates in the control of numerous functions in the central nervous system as an important
neuromodulator. In this study, we aimed to measure the concentrations of CGRP, oxytocin, and
nitric oxide in the CSF of patients who would undergo a lumbar puncture for routine procedures
during spinal anesthesia (or subarachnoid block). In order to compare a control group of patients
without migraine with a group formed only of migraineurs, the patients were divided into
individuals with migraine and a control group of both sexes. The samples were collected at the
Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco. The quantification of molecules
was performed by means of Elisa, radioimmunoassay, and chemiluminescence. Samples from
27 patients were evaluated, of which 12 were included in the migraine group, including 9
women. CGRP levels in women with migraine and in the control group were 0.09 + 0.3 versus
0.10£0.02 pg/ml, and in men 0.09 + 0.01 versus 0.08 £ 0. 01 pg/ml. The oxytocin concentration
in the migraine group was 0.41 + 0.33 versus 0.42 £ 0.21 pg/ml in the female group and 0.24 +
0.12 versus 0.33 = 0.21 pg/ml in the male group. Nitric oxide in the group of women with
migraine had a mean of 20.37 + 19.2 versus 13.08 = 7.92 pg/ml, in men, the mean was 11.67 +
2.10 versus 11.47+6 .78 pg/ml. No statistical differences were found between the concentrations
of substances and the groups evaluated. Although no statistically significant differences were
demonstrated between the compared groups, this study was the first to correlate the levels of

substances involved in modulating CSF pain in patients with migraine.



Keywords: Migraine. CSF. Oxytocin. CGRP. Nitric oxide.
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1 Introdugéo

A migranea é a doenca neuroldgica mais prevalente no mundo (DIENER, 2019).
Considerada a segunda maior causa de incapacidade global, todavia € a primeira entre as
mulheres (KRAUSE et al., 2021). E uma doenca neuroldgica complexa caracterizada por crises
que duram entre 4 horas e 3 dias (IYENGAR et al., 2019 b). Atinge até 15% da populacéo
adulta na maioria dos paises, com predominancia quase trés vezes maior no sexo feminino
(EDVINSSON, 2019; MAY; SCHULTE, 2016; ROHMANN et al., 2020). Com quadro
neuroldgico de moderado a grave, incapacitante e recebendo pouca atencdo, a migranea € uma
doenca com grande influéncia danosa na vida de um paciente (MAY; SCHULTE, 2016). Com
base no Global Burden of Diseases, a migranea est4 entre os disturbios mais prevalentes no
mundo (STOVNER et al., 2018).

A migréanea envolve um quadro paroxistico de dor de cabega de intensidade moderada
agrave, cefaleia unilateral, podendo ser acompanhada por sintomas associados, como fotofobia,
fonofobia, osmofobia, alodinia, nauseas e vomitos (INTERNATIONAL HEADACHE
SOCIETY, 2013). Outros sintomas como cansaco, irritabilidade, concentracdo reduzida e

bocejo também podem preceder a dor de cabeca (GOADSBY et al., 2017a).

A migranea foi classicamente dividida em quatro fases: a fase premonitéria, aura, dor
de cabeca e pos-drome. As fases podem ocorrer em uma ordem sequencial linear, mas na
maioria dos casos as fases da migranea mostram uma sobreposicao significativa, de modo que
a ordem linear é quase inexistente (DODICK, 2018; GOADSBY et al., 2017a).

Embora ainda seja muito debatida, atualmente considera-se que a disfuncdo do sistema
nervoso central desempenha um papel central na génese da migranea, mas o sistema trigeminal
desempenha uma funcdo importante com expressdo de sintomas periféricos vinculados a
fisiopatologia da migranea (EDVINSSON, 2019). O sistema trigeminal estd envolvido nos
episodios dolorosos da migranea, em decorréncia da liberagdo do CGRP (GOADSBY;
EDVINSSON, 1993; GOADSBY; EDVINSSON; EKMAN, 1990). O CGRP é um potente
vasodilatador das artérias e arteriolas cerebrais, através da ativagédo da proteina transmembrana
adenilato ciclase nas células do musculo liso dos vasos sanguineos (EDVINSSON, 1985). A
ativacdo de algumas estruturas da periferia, particularmente a dura-méter, com estimulacao
mecanica, quimica ou elétrica pode resultar em dor de cabeca, além de outros sintomas

associados a migranea, incluindo nédusea, fonofobia e fotofobia (GOADSBY et al., 2017a),
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sugerindo que crises de migranea podem ser precipitadas na periferia, longe do sistema nervoso

central.

Além do CGRP, outros peptideos séo colocalizados em neurdnios do ganglio trigeminal,
como a substancia P, neurocinina A, PACAP, entre outros (EDVINSSON; UDDMAN, 2005).
Por outro lado, h& evidéncias de outros peptideos, como a ocitocina que induz analgesia e pode
ter um papel potencial no tratamento de distdrbios de dor de cabeca (TZABAZIS et al., 2016).
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Objetivos

Objetivo geral

Analisar as concentracdes de CGRP, ocitocina e o¢xido nitrico no liquido

cefalorraquidiano de pacientes com migranea, em comparagdo com um grupo controle.

Objetivos especificos

- Correlacionar os niveis de CGRP, ocitocina e 6xido nitrico no LCR de pacientes com migranea

e pacientes sem migranea;

- Comparar se ha diferencas entre os niveis de CGRP, ocitocina e 6xido nitrico no LCR entre

0S SEXOS.
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Hipdtese

Ha diferenca nas concentracbes de CGRP, ocitocina e 6xido nitrico no liquido

cefalorraquidiano entre pessoas com migranea e sem migranea.



19

2 Revisao de literatura

O debate sobre a fisiopatologia da migranea tem centrado amplamente nos mecanismos
neurais ou vasculares que podem estar envolvidos no desencadeamento de uma crise
(GOADSBY et al., 2017a). Historicamente, quase 150 anos atras, a migranea foi considerada
um distarbio do cérebro por Edward Liveing, ao mesmo tempo Peter Wallwork Latham
descreveu a provavel origem da migranea vinculada com vasodilatacdo, com alguma relacéo
com a aura migranosa (GOADSBY et al., 2017a; WEATHERALL, 2012).

O Global Burden of Disease identifica a migranea como uma das principais causas de
incapacidade em todo o mundo (STOVNER et al., 2018). H& também os disturbios comorbidos
associados a migranea, incluindo dor no pescoco, depressao e ansiedade, além da migranea
estar entre as dez principais causas de incapacidade em todo o mundo, a primeira entre as
mulheres abaixo dos 50 anos (CHARLES, 2018; STOVNER et al., 2018). Além dos fatores
incapacitantes, o custo financeiro da migranea é uma outra preocupacao da sociedade, com

gastos sanitarios anuais estimados em mais de US$ 20 bilhdes (DODICK, 2018).

A migranea € caracterizada como um disturbio neurolégico cronico, representado por
crises de dor de cabeca moderada ou grave, sintomas neuroldgicos e sistémicos reversiveis
(TEPPER, 2018). Os sintomas mais comuns associados a migranea incluem fotofobia,
fonofobia, alodinia cutdnea e térmica e sintomas gastrointestinais como nausea e émese
(DODICK, 2018; TEPPER, 2018). A dor de cabeca da migranea costuma ser relatada pelos
pacientes como unilateral (60%), pulsatil (50%) e agravada pela atividade fisica ou pelo
movimento da cabeca (90%) (DODICK, 2018).

O tratamento da migranea inclui o uso de terapia medicamentosa e tecnicas
comportamentais. Varios principios gerais melhoram os resultados do tratamento agudo,
incluindo a administracdo precoce de medicacdo enquanto a dor € leve e a escolha da dose e via
de administracdo corretas (DODICK, 2018).

A migranea tem uma forte influéncia genética, mas sua fisiopatologia é em grande parte
desconhecida (NYHOLT; VAN DEN MAAGDENBERG, 2016). O diagndstico € baseado na
historia do paciente e na avaliagdo clinica. Embora muito comum, existem muitas lacunas no
conhecimento sobre as vias de sinalizagao envolvidas e faltam biomarcadores especificos para
migranea (ASHINA et al., 2017).
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A migrénea, a depressao e a epilepsia sdo condi¢Ges comorbidas, em que a presenga de
uma dessas doengas aumenta o risco de desenvolvimento de uma ou de ambas as outras e vice-
versa (STAM et al., 2010). Os disturbios também compartilham consonancia nos tratamentos,
0 que sugere mecanismos comuns (FERRARI et al., 2015). Os pacientes com migranea também
apresentam maior risco de acidente vascular encefalico e doenga coronariana, indicando

envolvimento sisttémico da vasculatura na migranea (FERRARI et al., 2015).

2.1 Sistema trigeminovascular

Apesar do cérebro ser conhecido como uma estrutura insensivel em relacdo ao
desencadeamento de dor ap6s um estimulo mecanico ou quimico, ha um rico plexo de fibras
nervosas nociceptivas que se originam na periferia do ganglio trigeminal e inervam as artérias
cerebrais de grosso calibre da base do crénio, artérias meningeas e, além disso, se projetam em
partes da dura-mater que ndo sdo altamente vascularizadas (GOADSBY et al., 2017a;
IYENGAR et al., 2019a).

A migranea envolve a ativacdo do sistema trigeminovascular pela liberacdo do CGRP
(EDVINSSON, 2019; WATTIEZ; WANG; RUSSO, 2019). Os vasos meningeos sdo ricamente
inervados com fibras C nociceptivas aferentes primdarias ndo mielinizadas e fibras Ad finamente
mielinizadas, originando-se principalmente da divisdo oftdlmica do nervo trigeminal
(IYENGAR et al., 2019a). Estudos imunohistoquimicos com meninges humana e de rato,
revelaram que as fibras C amielinicas, que inervam as artérias meningeas e cerebrais, expressam
CGRP, bem como substancia P, VIP e nNOS. Assim, 0 CGRP liberado dos terminais das fibras
C pode sensibilizar os terminais nervosos Ad adjacentes (CERNUDA-MOROLLON et al.,
2013).

2.2 Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)

O CGRP ¢ uma biomolécula cuja forma a € composta por 37 aminoécidos (Figura 1).
Duas isoformas de CGRP tenham sido identificadas (a- e B-CGRP), que em humanos diferem
apenas em trés aminoacidos, mas apesar de estruturas pouco diferentes compartilham atividades
semelhantes (EDVINSSON et al., 2018; HAY; WALKER, 2017; RUJAN; REYNOLDS, 2019;
VONGVAIVANICH et al., 2015). A forma predominante a-CGRP (Figura 1) é o resultado do



21

processamento alternativo do gene da calcitonina, enquanto B-CGRP é um produto de
transcrigdo de seu proprio gene, CALCB, que compartilham alta homologia com o gene CT
(POYNER, DAVID; SEXTON, PATRICK; MARSHALL, IAN; SMITH, DAVID; QUIRION;
REMI; BORN, WALTER; MUFF, 2002). A distribuicdo das duas isoformas é especifica do
tecido em questdo (MUDDHRRY et al., 1988).

Figura 1 — Estrutura de aminoacidos do «CGRP humano

Fonte: EDVINSSON et al. (2018).

O CGREP ¢ sintetizado em neurdnios através do splicing do RNAm no tecido especifico,
através do gene CALCA, localizado no cromossomo 11 (AMARA et al., 1982; RUSSELL et
al., 2014), pela clivagem de um precursor de pro-peptideo e empacotado em vesiculas de nlcleo
denso, para posterior transporte em terminais de axonios e outros locais de libera¢do dentro do
neurénio (EDVINSSON et al., 2018).

2.2.1 Distribuicio do CGRP

Além de ter uma ampla distribuicdo nos sistemas nervosos central e periféerico, 0 CGRP
¢ abundante em todo corpo (GOADSBY et al., 2017a). Embora o CGRP seja amplamente
expresso no tecido neuronal, inicialmente ele foi descoberto quando se demonstrou que o
processamento alternativo de RNAm para calcitonina na tireoide de camundongo leva a
producdo de CGRP (AMARA et al., 1982; MICHAEL G. ROSENFELD, JEAN-JACQUES
MERMOD; LARRY W. SWANSON T, PAUL E. SAWCHENKO T, JEAN RIVIER;
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EVANSS, 1983; ROSENFELD; AMARA; EVANS, 1984). Inicialmente, a isoforma B-CGRP
foi descrita como sendo sete vezes mais expressa no intestino em relagdo ao a-CGRP, no
entanto, outros achados sugerem que B-CGRP é mais comumente observado na mucosa e na
tunica adventicia das artérias mesentéricas e no plexo mioentérico de ratos
(SOMASUNDARAM et al., 2006).

O CGRP ¢é um neuropeptideo com a¢édo sensorial com potentes efeitos cardiovasculares
(SOMASUNDARAM et al., 2006). No entanto, a distribui¢cdo do CGRP no sistema vascular é
muito escassa, ao contréario do sistema nervoso central e periférico, sendo as fibras sensoriais
A e C um dos locais predominantes de liberacdo (MAGGI, 1995). Essa molécula tem uma
grande interacdo com a maioria das sindromes de dor do corpo. Um dos locais onde ocorre a
liberacdo do CGRP é no ganglio trigeminal. Essa liberacdo esta amplamente envolvida em
crises dolorosas de dor de cabeca e migranea (EDVINSSON, 2019) (Figura 2). Até o momento,
estudos demonstraram que 0 CGRP esta diretamente ligado as crises de migranea, mas outros
mensageiros neuronais também podem estar envolvidos. Descobertas recentes fornecem uma
nova visao sobre o papel complexo do sistema nervoso central e do sistema trigeminal na
fisiopatologia da migranea (EDVINSSON et al., 2018). No entanto, embora estudos anteriores
ja tenham abordado o papel do CGRP, algumas de suas funcGes permanecem incertas
(RUSSELL etal., 2014).

2.2.2 Liberacédo do CGRP

Como mencionado anteriormente, a liberacdo de CGRP associada ao sistema
trigeminovascular é responsavel por disfuncbes em regides do sistema nervoso central, levando
a crises de migranea. Essas alteracdes podem incluir regiées do cértex e do tronco cerebral
(CHARLES, 2018; DODICK, 2018; EDVINSSON, 2019; MAY, 2017).

H& estudos que mostram que a estimulagdo meningea por meio de compostos
inflamatorios ou estimulacdo elétrica resulta na ativacdo de aferentes craniovasculares e,
consequentemente, na liberacdo de peptideos vasodilatadores (WATTIEZ; WANG; RUSSO,
2019). Com a estimulacéo elétrica da superficie dural, ha deplecao de fibras imunopositivas
para CGRP, sugerindo liberacdo de CGRP e aumento do fluxo sanguineo dural ao redor dos
ramos da artéria meningea média (MESSLINGER et al., 1995). Como resultado, é possivel

observar que a estimulacdo dos aferentes trigeminais que inervam a dura-mater induz a



23

liberacdo de CGRP dos terminais aferentes peptidérgicos, que por sua vez causam vasodilatagdo
e aumento do fluxo sanguineo meningeo (WATTIEZ; WANG; RUSSO, 2019).

Ha evidéncia de que o0 CGRP pode ser liberado juntamente com o PACAP38, glutamato
e Oxido nitrico, através da transmissao sensorial de sinais nociceptivos de aferentes sensoriais
trigémeos periféricos para neurdnios de segunda ordem (DODICK, 2018; GOADSBY et al.,
2017a). Devido a ativacdo do sistema trigeminovascular durante as crises de migranea, o
ganglio trigeminal é o centro de interesse para o0 estudo da expressdo do CGRP e seus receptores
(EFTEKHARI et al., 2013; LIU; BROMAN; EDVINSSON, 2008). Como consequéncia da
liberacdo de CGRP e PACAP38 ocorre dilatagdo dos vasos cranianos e degranulacdo dos
mastocitos, o que pode resultar na ativacdo de nociceptores vasculares e meningeos,
contribuindo para deflagracdo de uma crise de migranea (DODICK, 2018; NOSEDA;
BURSTEIN, 2013).

2.2.3 Receptores do CGRP

Historicamente, considerava-se que existiam duas classes de receptores de CGRP,
CGRP1 e CGRP2, no entanto, sabe-se que CGRP1 é o unico receptor de CGRP (DEBBIE L.
HAY, DAVID R. POYNER, 2008; NOSEDA; BURSTEIN, 2013). O receptor CGRP ¢
composto pelo CLR, um CGRP classe B e uma proteina transmembrana de passagem Unica
conhecida como proteina modificadora do receptor tipo 1 (RAMP1) (RUJAN; REYNOLDS,
2019).

Em conjunto com outros receptores acoplados a proteina G, o receptor CGRP pode
desencadear varias vias de sinalizacdo e sofrer controle regulatério (EDVINSSON, 2019; HAY
et al., 2018). O CLR é um membro da familia de receptores de secretina e é um elemento
essencial para os receptores de CGRP e adrenomedulina (AM1 e AM2). Para criar um receptor
de membrana funcional com afinidade especifica para 0 CGRP, o CLR deve formar um
heterodimero com RAMP1. As proteinas RAMP alteram a farmacologia, a funcionalidade e o
trafego celular de peptideos estimuladores de receptores de calcitonina especificos. O dominio
de ligacéo do ligante do receptor CGRP esté localizado na interface entre as proteinas RAMP1
e CLR. Assim, para uma célula responder ao CGRP, € necessaria a co-expressdo de CLR e
RAMP (HAY et al., 2018; MALLEE et al., 2002).
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A co-expressdo de CLR com as proteinas RAMP2 e RAMP3 fornecem receptores que
se ligam preferencialmente ao AM (MCLATCHIE et al., 1998). Esses séo os receptores AM1
e AM2 (POYNER, DAVID; SEXTON, PATRICK; MARSHALL, IAN; SMITH, DAVID;
QUIRION; REMI; BORN, WALTER; MUFF, 2002). O receptor AMZ2, em particular, tem
afinidade significativa pelo CGRP e, portanto, pode ser ativado por esse peptideo em altas
concentragfes farmacoldgicas (DEBBIE L. HAY, DAVID R. POYNER, 2008; HAY;
WALKER, 2017).

Figura 2 — Os alvos (anticorpo anti-CGRP e anticorpo anti-receptor de CGRP) para terapias de migranea
relacionadas ao CGRP ilustrados em uma varicosidade do nervo trigeminal que inerva células do musculo
liso cerebrovascular
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Fonte: EDVINSSON et al. (2018).
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2.2.4 CGRP como alvo de novos tratamentos para migranea

Estudos experimentais e clinicos demonstraram que varios antagonistas de pequenas
moléculas oportunizam o bloqueio potente e seletivo as respostas de CGRP (Figura 2)
(EDVINSSON, 2007, 2015). Essas moléculas sdo chamadas de gepants e, embora ndo sejam
quimicamente relacionadas entre si, elas ttm um modo de a¢do compartilhado (EDVINSSON
et al., 2018). Olcegepant foi o primeiro antagonista ndo peptidico do receptor CGRP a ser
descoberto, em células e em preparacdes de tecidos, bloqueou potentemente a ligagdo do CGRP
ao seu receptor (DOODS et al., 2000; EDVINSSON et al., 2002). Olcegepant também bloqueou
as respostas de CGRP in vivo em ratos e, consequentemente, foi modulado para testes
intravenosos em humanos (OLESEN et al., 2004; PETERSEN et al., 2005). Outros gepantes
foram desenvolvidos subsequentemente exibindo maior eficacia e boa biodisponibilidade oral.
Contudo, o desenvolvimento clinico de varios gepants foi interrompido devido ao risco de
toxicidade hepatica com o uso a longo prazo (EDVINSSON; LINDE, 2010; HO et al., 2008).

Logo ap0ds a descoberta do CGRP, em 1982 (AMARA et al., 1982), os primeiros
anticorpos contra o peptideo foram produzidos. Esses anticorpos especificos sdo usados para
inibir a acdo do CGRP (Figura 2), como por exemplo, galcanezumab, eptinezumab e
fremanezumab, e demonstram ser eficazes na prevencdo da migranea episodica e cronica
(PULEDDA; MESSINA; GOADSBY, 2017; SILBERSTEIN et al., 2017).

Uma outra alternativa foi o desenvolvimento de um anticorpo monoclonal contra o
receptor CGRP (Figura 2), uma nova abordagem terapéutica que blogueia o receptor CGRP.
Erenumab (AMG334) é um anticorpo monoclonal humano que foi criado contra uma proteina
de fusdo dos dominios extracelulares de CALCRL e RAMP1 em humanos (SHI et al., 2016).
Esse anticorpo é 5.000 vezes mais seletivo para o receptor de CGRP humano do que para outros
receptores relacionados a familia de receptores de calcitonina (GOADSBY et al., 2017b).
Erenumab liga-se aos receptores de CGRP humanos com alta afinidade e antagoniza totalmente
as respostas de CGRP in vitro e in vivo (SHI et al., 2016). Ensaios clinicos mostraram que 0
erenumab € uma terapia profilatica eficaz para migranea episddica e cronica (EDVINSSON,
2015; SCHUSTER; RAPOPORT, 2016).
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2.3 Oxido nitrico

O ON ¢é uma pequena molécula lipofilica, que no vaso € liberada a partir de células
endoteliais e utiliza a L-arginina para realizar sua sintese (ASHINA et al., 2017). Nas células
do endotélio vascular, com a presenca do oxigénio molecular, o terminal guanidino nitrogenado
da L-arginina produz o radical livre gasoso, com isso, 0 ON e a L-citrulina sdo produzidos em
um processo catalisado pela enzima oOxido nitrico-sintase (SHARMA; AL-OMRAN;
PARVATHY, 2007). O ON atravessa o0 espaco do endotélio para o masculo liso vascular e
estimula diretamente a enzima guanilato ciclase solGvel, e como consequéncia tem-se a
formagdo de cGMP intracelular, resultando no relaxamento das células da musculatura lisa
vascular (KUO; SCHROEDER, 1995; LOWENSTEIN; SNYDER, 1992).

Quando a concentracdo do cGMP esta alta, o calcio intracelular aumenta, relaxando as
células musculares e uma vasodilatacdo acontece. Enquanto a difusdo do ON para a musculatura
lisa vascular estiver ocorrendo, a vasodilatacdo se mantém. A medida que aumenta o fluxo de
ON para a musculatura lisa vascular, maior o relaxamento celular e consequentemente
vasodilatacdo (HO; EDVINSSON; GOADSBY, 2010). O oposto sé acontece quando a sintese
de ON diminui.

Altas concentracdes de ON estimulam a liberacdo de CGRP e, assim, ativam o sistema
trigeminovascular (GROSS et al., 2019; KEE; KODJI; BRAIN, 2018). Acredita-se que varias
vias estejam envolvidas no vasorrelaxamento dependente de CGRP, incluindo vias dependentes
e independentes do endotélio. A via independente do endotélio e do ON € a mais comumente
observada (RUSSELL et al., 2014).

2.4 Ocitocina

Apesar de composta por apenas nove aminoacidos (Figura 3) (MAHAJAN et al., 2022),
a OT é um neuropeptideo complexo capaz de influenciar varios comportamentos, dentre eles,
comportamentos sociais, reprodutivos, maternos, afiliativos e sexuais (GOODIN; NESS;
ROBBINS, 2015; LOVE, 2014). Polipeptideos, como a OT, séo polimeros organicos e lineares.
Os polimeros sd@o moléculas altamente seletivas que como neurotransmissores ou moduladores
ativam receptores do sistema nervoso, incluindo aqueles associados a dor e analgesia, e,

portanto, tém um grande potencial terapéutico na dor (BHARADWAIJ et al., 2021).
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Figura 3 — Estrutura de aminodacidos da ocitocina
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Fonte: BERNTSON et al. (2012).

A OT plasmatica ndo atravessa facilmente a barreira hematoencefalica, ndo havendo
relacdo entre a liberagcdo de OT no sangue pela neuro-hipofise e as variagfes nas concentragdes
de OT no LCR. A OT no LCR é provavelmente derivada de neur6nios que se estendem para o
terceiro ventriculo, sistema limbico, tronco encefalico e medula espinal. No LCR, a OT esta
normalmente presente em concentracfes de 10 —50 pg/ml, e sua meia-vida € em torno de 28
minutos, enquanto no sangue é de 1 a 2 minutos (JONES; ROBINSON, 1982; MEYER et al.,
1987).

Neurdnios em varias regides do encéfalo e da medula espinal possuem receptores de
OT, incluindo neurdnios da raiz dorsal da medula espinal (UNGER; LANGE, 1991), dos
ganglios trigeminais (VECSERNYES et al., 1987) e dos terminais de neurdnios hipotalamicos
(SWANSON; MCKELLAR, 1979; TZABAZIS et al., 2016). A presenca de receptores de OT
na raiz dorsal e nos neurénios dos ganglios trigeminais sugere um efeito analgésico da ocitocina
(TZABAZIS et al., 2017a).

Além do envolvimento na contracdo uterina (ROSENBLUM, IRA; STEIN, 1964),
lactacdo (NICKERSON et al., 1954) e processos psicossociais (CARTER et al., 1992), a OT
enddgena esta certamente envolvida no mecanismo de analgesia (TZABAZIS et al., 2016).

Apesar dos nervos sensoriais trigeminais nociceptivos estarem envolvidos na mediacédo
da neurotransmissdo excitatoria através do complexo trigeminocervical durante a migranea, a
OT inibe a transmissdo nociceptiva neste nivel, podendo ser considerada como potenciais
agentes anti-migranosos (AKERMAN; HOLLAND; HOFFMANN, 2013).

Estudos recentes mostram que a OT desempenha um papel analgésico na migranea
(BHARADWA et al., 2021). Um modelo eletrofisioldgico de migranea demonstrou que a OT
reduz o impacto neuronal do complexo trigeminocervical, acionado pela estimulacéo elétrica
meningea (GARCIA-BOLL et al., 2020).
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Contudo, hd uma dificuldade na entrega de peptideos ao cérebro, devido a uma limitagdo
gerada pela barreira hematoencefélica, que inibe a entrada da maioria dos peptideos

terapéuticos que chegam atraves da corrente sanguinea (BHARADWAJ et al., 2021).

Embora os estudos acima tenham identificado a OT em varios tecidos, é importante
investigar a presenca da OT em outros locais, como no LCR, visto que esse tem intimo contato
com todo o sistema nervoso central, havendo trocas de substincias entre esses dois

compartimentos.
2.5 Diagnostico e tratamento

A migrénea manifesta-se clinicamente com crises recorrentes de cefaleia e uma série de
sintomas concomitantes (EIGENBRODT et al., 2021). Uma vez diagnosticada a migranea,
encontrar um tratamento adequado e benéfico é um desafio. E importante estabelecer um
controle rigoroso dos fatores predisponentes, dos quais um doso principais € 0 uso excessivo
de medicacdo aguda (MAY; SCHULTE, 2016).

Os tratamentos para migranea incluem medicamentos para debelar ou atenuar uma crise
aguda e ou farmacos com acao preventiva, e algumas terapias ndo farmacoldgicas (ASHINA et
al., 2021a). Apesar das opcOes de tratamento e dos critérios de diagndsticos abrangentes, o
atendimento clinico continua inferior ao ideal, levando a um subtratamento do paciente com
migranea, o que gera um desafio de saude publica (ASHINA et al., 2021b; KATSARAVA et
al., 2018).

Através do uso da OT intranasal, foi demonstrada uma diminuicdo da frequéncia de
dores de cabeca em migranea crénica e migranea episodica de alta frequéncia (BHARADWAJ
etal., 2021; TZABAZIS et al., 2017b). Uma outra estratégia para tratamento da migranea se da
através dos anticorpos monoclonais anti-CGRP, uma alternativa eficaz para o alivio da
migranea. O medicamento foi o primeiro a ser desenvolvido com o objetivo de prevenir as
crises de migranea, seguindo pistas bioquimicas ao se avaliar a fisiopatologia da migranea
(EDVINSSON; GOADSBY, 2019).

As drogas anti-CGRP sdo pequenas moléculas antagonistas que tém demonstrado
bloquear de forma potente e seletiva as respostas do CGRP, como evidenciado em estudos
experimentais e clinicos (EDVINSSON, 2007, 2015).
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2.6 Liquido cefalorraquidiano

O cérebro € o unico em relacéo a outros 6rgdos em que a superficie externa e estruturas
que circundam os ventriculos cerebrais sdo banhadas por um compartimento fluido, o LCR,
além de ter em sua superficie interna a barreira hematoencefalica e a barreira hemato-liquorica,
que limitam passagem de substancias do sangue para o sistema nervoso central ou LCR,
respectivamente. O LCR ¢ produzido em grande parte pelos plexos coroides, que revestem as
cavidades dos quatro ventriculos encefalicos (PARDRIDGE, 2016). Estima-se que o volume
de LCR circulando é em torno de 150 ml em adultos, distribuidos entre 125 ml nos espagos
subaracnoideos cranianos e espinais e 25 ml nos ventriculos (SAKKA; COLL; CHAZAL,
2011).

O LCR nao é simplesmente um ultrafiltrado plasmatico, ha a presenca do Na*, Cl e
Mg?*, que tém concentracBes maiores do que as do plasma, e de K* e Ca?* com concentragdes
menores. A contagem de células do LCR, em condi¢fes normais, geralmente ndo excede cinco
células por mililitro. Variagbes na composi¢cdo do LCR podem ser usadas para fins de
diagnostico (SAKKA; COLL; CHAZAL, 2011). Uma relacdo entre a concentracdo de Na* e a
migranea foi proposta, sugerindo que os picos de Na* correspondem ao momento da crise de
migranea (HARRINGTON et al., 2010). Alguns estudos relataram alteracGes de alguns
biomarcadores no LCR de pacientes com migranea (Tabela 1). E importante reconhecer se ha

alteragcBes em outras moléculas no LCR capazes te ter efeito fisioldgico na crise de migranea.
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3 Metodologia

3.1 Selecdo dos participantes

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Federal de Pernambuco através do protocolo CAAE 99301018.0.0000.5208.
Todos os participantes foram informados de todos os procedimentos relacionados ao estudo,
aqueles que aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido

(TCLE), autorizando a participacao.

Para selecionar e classificar os pacientes atendidos no HC/UFPE dentro do grupo
migranea (com ou sem aura) ou controle, foram utilizados os critérios baseados na “The
International Classification of Headache Disorders, 3rd edition, 2018” (OLESEN, 2018), que

traz os seguintes critérios de diagndstico:

A. Pelo menos cinco episddios preenchendo os critérios de B a D.
B. Episddios de cefaleia com 4 a 72 horas (ndo tratada ou tratada sem sucesso).
C. A cefaleia tem, pelo menos duas, das quatro caracteristicas seguintes:
1. Localizacdo unilateral
2. Pulsatil
3. Dor moderada ou grave
4. Agravamento por atividade fisica de rotina ou seu evitamento (por exemplo,
caminhar ou subir escadas)
D. Durante a cefaleia, pelo menos, um dos seguintes:
1. Nauseas e/ou vomitos

2. Fotofobia e fonofobia

Todos os pacientes ou seus representantes legais, foram informados sobre todo o

procedimento da pesquisa que foi realizada em trés etapas principais:

- Primeira etapa (avaliacdo clinica): Coleta de dados pessoais (nome, idade e telefone);

- Segunda etapa (coleta de material): Foi coletado 1ml de LCR através da pungdo lombar

durante a raquianestesia;

- Terceira etapa (analise molecular): analise da concentracao das substancias presentes no LCR.
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3.2 Coleta e armazenamento das amostras

A coleta de LCR foi realizada pelo médico anestesistas no momento da raquianestesia,
pelo método de aspiracdo. O material foi acondicionado em tubos Eppendorf de 2,0 ml,
congelados logo apds a coleta a -80°C, recebendo como identificagdo a mesma numeracgao

atribuida ao questionario.

3.3 Anélise de LCR

A analise laboratorial foi realizada no Laboratério de Neuroendocrinologia do
Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo

Paulo (FMRP-USP) e no Laboratério de Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco.

3.3.1 Concentracoes de ocitocina

As dosagens de OT foram realizadas em 27 amostras através de radioimunoensaio
especificos em duplicata. Nos ensaios foram utilizados antissoros de coelho (antiOT), peptideo
padrdo para a marcacao iodo-125 e anti-soro de cabra anti-1gG de coelho. Para a determinacéo
das concentracdes de OT utilizaram-se os tampdes Na2HPO4 (0,062M) e Na2-EDTA (0,013
M) com 0,5% BSA em pH 7,5 e o peptideo marcado com iodo-125 foi de fonte comercial
(DupontCo., Boston, MA, USA). A dose minima para deteccdo foi de 0,04 pg/ml.

3.3.2 Concentracoes de 6xido nitrico

As concentracdes do oxido ON foram mensuradas em 25 amostras de LCR pela
guantidade de nitrato, obtida pela técnica de quimiluminescéncia NO/ozénio. Os procedimentos
foram realizados utilizando-se 20 uL. de LCR, os quais foram desproteinizados por incubagéo
com 40 pL de etanol 95% a 4°C por 30 minutos e, centrifugados por 5 minutos a 5.000 g.
Amostras do sobrenadante (10 pL) foram injetadas em um vaso de reagdo contendo um agente
redutor (0,8% de cloreto de vanadio em HCI 1N a 95°C) que converte o nitrato em ON, em
quantidades equimolares. O ON é aspirado, usando o gas hélio para a camara de
quimiluminescéncia do aparelho Sievers NO Analysis (Sievers 280 NOA, Sievers, Boulder,
CO, EUA). A deteccdo do ON decorre de sua reagdo com o 0zénio, emitindo luz vermelha. O

féton emitido é detectado e convertido em sinal elétrico.

3.3.3 Concentracdes de CGRP

Utilizando-se o ensaio imunoenzimatico, o CGRP foi detectado e quantificado em 22
amostras. Para a detecgdo do CGRP, foi utilizado o kit CGRP (rat) ELISA kit (Bertin Pharma,
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Franca), que reconhece igualmente CGRP humano (especificidade CGRP Humano-o/B: 100%).
Como o CGRP, possivelmente, estava presente na amostra em baixa concentracdo, ndo foi
realizada a diluicdo do tampéo (como sugere o manual). Cada poco da placa foi enxaguado 5
vezes com o tampao de lavagem (300 pL/poco). Pouco antes de distribuir os reagentes e as
amostras, o tampdo foi removido dos pogos invertendo a placa e balangando as ultimas gotas
em uma toalha de papel. Na pipetagem dos reagentes, foi dispensado 100 pL de NBS em trés
pocos; foi pipetado 100 pL do CGRP padrdo em diferentes concentracdes em oito pocos; foi
dispensado 100 pL da amostra nos pocos; foi pipetado 100 pL do marcador em cada poco,
exceto onde estava o blank. Em seguida, a placa foi incubada a -4°C por 20 horas. Apo6s 0
término do tempo estabelecido, a placa foi esvaziada e os pocos foram lavados cinco vezes com
300 pL do tampao de lavagem. Ao final das lavagens, foi adicionado 200 puL de Ellman’s
Reagent em cada um dos 96 pocgos. A placa foi lida no equipamento leitor de microplaca
multimodo Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific) em comprimento de onda entre 405 e
414 nm.

3.4 Anélise estatistica

Utilizamos o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar o tipo de distribuicdo das
variaveis estudadas. Quando as variaveis apresentavam uma distribuicdo normal, utilizamos os
testes paramétricos (teste t de Student), no caso contrario, foi utilizado o teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney para comparagdes entre dois grupos. O nivel de significancia considerado como
diferente estatisticamente foi de p<0,05.

3.5 Construcio de tabela de revisio da literatura

Para realizar a busca na literatura dos artigos que abordaram as biomoléculas
identificadas no LCR de individuos com migranea, foi realizada a estratégia de busca conforme

a figura 4.
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Figura 4: Fluxograma da estratégia de busca de artigos
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4 Resultados

Cinquenta e um pacientes passaram pela triagem, dos quais, 27 passaram pela coleta do
LCR (14 mulheres, com idade de 48,2 + 14,12 anos, homens 42,77 + 15,71) que foram
submetidos a cirurgias eletivas no Hospital das Clinicas da UFPE, Recife, Brasil. Seguindo os
critérios da ICHD-3, a migranea foi diagnosticada em 12 pacientes (idade 47,8 £ 11,1 anos),
sendo 3 homens (idade 50,7 £ 6,5 anos) e 9 mulheres (idade 46,9 + 12,4 anos).

A concentracdo do CGRP foi de 0,09 + 0,03 pg/ml em mulheres com migranea, e nos
homens 0,09 + 0,00 pg/ml (p=0.824). Nas mulheres do grupo controle o valor foi de 0,10 + 0,02
pg/ml e nos homens 0,08 + 0,01 pg/ml, ndo havendo diferenca estatistica entre 0s grupos
(p=0,102).

Nas mulheres com migranea a concentragdo da OT no LCR foi de 0,41 £ 0,33 pg/ml,
enguanto gue nos homens foi de 0,24 + 0,12 pg/ml (p=0,281). No grupo controle sem migranea
a concentracdo do OT no LCR foi de 0,42 + 0,21 pg/ml nas mulheres e de 0,33+0,21 pg/ml nos
homens (p=0.112).
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No grupo de mulheres com migrénea a concentragcéo de ON no LCR foi de 20,37 £ 19,2
pg/ml, e nos homens a concentracéo foi de 11,67 + 2,10 pg/ml (p=0.471). No grupo controle o
a concentracédo foi de 13,08 + 7,92 pg/ml nas mulheres e de 11,47 £ 6,78 pg/ml nos homens
(p=0,686).

Quando avaliada a concentracdo de CGRP no LCR verificou-se que ndo houve diferenca

estatistica entre os dois grupos — controle e migrénea (Figura 5).

Na tabela 2 sdo demonstrados os biomarcadores encontrados no LCR de pacientes com

migranea.

Tabela 1: Valor de p entre os grupos migranea e controle relacionado as concentracfes de

CGRP, ocitocina e 6xido nitrico

Neurotransmissores Grupos
Migranea Controle Migranea vs. Controle
homens vs. mulheres  homens vs. mulheres homens e mulheres
(valor de p) (valor de p) (valor de p)
CGRP 0,824 0,102 0,674
Ocitocina 0,281 0,112 0,904

Oxido nitrico 0,471 0,686 0,643




Figura 5 — Representacdo grafica dos niveis de CGRP, OT e ON
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Tabela 2: Biomarcadores identificados no LCR de pacientes com migranea

36

Referéncias

Amostras

Biomarcadores

Resultados

GALLAI etal., 2003

PERES et al., 2004

Quarenta e cinco pacientes:
20 controles, 10 migranea
sem uso de medicamentos e

15 migrénea com uso diario

Quarenta  pacientes: 20
pacientes com migranea
cronica e 20 individuos

controle

Glutamato e ON

Glutamato

Os niveis de glutamato em pacientes com migranea
foi significantemente maior do que pacientes
controle (p < 0,0001). Ndo houve diferenca entre
uso ou nao de analgésicos. Niveis de produtos
finais de ON também foram encontrados
paralelamente aumentados em comparacdo ao
grupo controle (p < 0,002).

Os niveis de glutamato em pacientes com migranea
foi significantemente maior do que pacientes
controle (p < 0,0001). O escore médio de dor se
correlacionou com os niveis de glutamato no LCR
(r = 0,551, p = 0,012). Pacientes com migranea e
fibromialgia tiveram niveis mais elevados de
glutamato no LCR do que pacientes sem
fibromialgia (0,34 £ 0,27 vs. 0,19 £ 0,06 mmol/l)
(p <0,04).



VIEIRA et al., 2007

HARRINGTON et al., 2006

ISOBE; TERAYAMA,
2010

Trinta e oito pacientes: 19 Glutamato
pacientes com migranea

cronica e 19 individuos

controle

Trinta e um pacientes: 20 Sodio

pacientes com migranea
cronica sem aura e 11

individuos controle

Noventa individuos: 30 com
migranea sem aura, 30 com
migranea com aura e 30

controle

Homaocisteina

37

Os niveis de glutamato em pacientes com migranea
foi significantemente maior do que pacientes
controle (p < 0,01). Em contraste, 0s pacientes que
abusam dos triptanos apresentaram niveis de
glutamato no LCR inferiores aos observados em
pacientes com migranea crbnica ndo usuarios
excessivos (0,175 + 0,057 vs 0,354 + 0,141 pumol,
p = 0,015), mas significativamente maior do que
controles (0,175 = 0,057 vs 0,109 = 0,066 pmol, p
=0,039.

Os niveis de Na+ no LCR foram significativamente
diferentes de acordo com grupo clinico, se
encontrando mais elevados nos pacientes

migranosos (p < 0,005)

Ndo se obteve diferencas significativas na
concentracdo de homocisteina livre entre 0s
grupos. Entretanto, individuos com migranea com
e sem aura apresentaram niveis aumentados de
homocisteina total (p < 0,001 e p < 0,0001,
respectivamente). Pacientes migrananosos com e

sem aura mostraram uma diminuicdo significativa



B@ et al., 2009

FONTEH et al., 2011

Trinta e quatro migranea
sem aura, 24 migrénea com
aura, 39 cefaleia tipo
tensional, 10  cefaleia

cervicogénica, 20 controle

Quarenta e sete pacientes: 30
com migrénea cronica sem
aura e 17 individuos

controle.

Citocina

Fosfolipase C (PLC)

38

no total de metionina comparado com controles (p

< 0,05 e p < 0,01, respectivamente).

As principais diferencas foram encontradas entre o
grupo de pacientes controle e de pacientes com
cefaleia tipo tensional e migranea sem aura. Em
ambos esses grupos de cefaleia, IL-1ra, MCP-1 e
TGF-bl estavam significativamente elevados em
comparagdo com 0s niveis no grupo controle. No
grupo migranea com aura, houve diferencas
significantes apenas nos niveis de IL-1ra e MCP-1.
Atividade da PLC foi
aumentada no grupo de pacientes que apresentaram

significativamente

cefaleia de gravidade >5 (numa escala de 0 a 10)
em relacdo ao grupo controle. Também estava
aumentada no grupo com auséncia de cefaleia por
>24 horas no periodo da coleta em relagcdo a
encontrada no grupo controle. E estava maior no
grupo dos que apresentaram cefaleia do que no dos

gue ndo apresentaram no periodo da coleta.



STEINBERG et al., 2010a

WANG et al., 2013a

SARCHIELLI et al., 2007a

Vinte e cinco individuos: 14
com cefaleia em salvas e 11

controles

Cento e doze pacientes
diagnosticados com
migranea ou cefaleia tipo

tensional

Cinquenta individuos: 15
pacientes com  provéavel
migranea crénica, 15 com
provavel cefaleia de abuso
de analgésicos e 20 pacientes

controle

ON

Ocitocina

CGRP

39

Pacientes com cefaleia em salvas no periodo ativo,
tiveram niveis de ON aumentados (média 9,3, IC
95% 8,5-10,1) em comparag¢do com a remissao
(média 7,6, IC 95% 6,9-8,2; p < 0,001) e controles
(média 6,2, 1C 95%4,9-7,5; p < 0,001). Pacientes
em remissdo também tiveram niveis maiores de ON
do que individuos controle (p = 0,034).
Comparando com os voluntarios saudaveis, a
concentragdo de OT no LCR aumentou
significativamente em pacientes com cefaleia
(33,21 £ 6,37 pg/ml vs. 16,38 = 4,53 pg/ml, p <
0,01). Foi observado um resultado positivo na
relacdo entre a gravidade da dor de cabeca e a
concentragdo de OT no LCR em pacientes com
cefaleia (Y =9,898X + 7,614, R = 0,950, p <0,001).
Pacientes com migranea e cefaleia por abuso
apresentaram niveis aumentados de CGRP no LCR

em comparacdo ao grupo controle (p<0,0005).
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5 Discussao

A migranea é caracterizada por crises recorrentes de dor de cabeca e sintomas
associados. As caracteristicas mais marcantes da migranea sdo cefaleia unilateral, intensa e
latejante, e essa cefaleia primaria € o segundo distdrbio mais incapacitante do mundo e o
primeiro entre as mulheres (IHME, 2016; KRAUSE et al., 2021).

A prevaléncia mundial da doenca, segundo estudos (AHMED HAMED, 2010;
BOTTCHER et al., 2020; DOGAN et al., 2017), é trés vezes maior em mulheres do que em
homens. Ha varios fatores que justificam essa maior prevaléncia de migranea no sexo feminino.
Dentre eles destacam-se as varia¢cdes hormonais durante os ciclos menstruais, a menopausa e 0
uso de reposicdo hormonal na p6s-menopausa (SERFATY, 2019; VOEDISCH; HINDIYEH,
2019). Outros fatores podem estar envolvidos no desencadeamento de crises de migranea, como
estilo de vida e fatores socioeconémicos (LE et al., 2011), presenca de comorbidades, incluindo
hipertensdo (ENTONEN et al., 2014; PIETRINI; DE LUCA; DE SANTIS, 2005; WANG;
WANG, 2021), uso de cigarro (PAYNE et al., 1991), consumo regular de alcool (AAMODT et
al., 2006; DUELAND, 2015), obesidade (RIVERA-MANCILLA et al., 2021), depressao e
ansiedade (PERES et al., 2017).

Acredita-se que h& participagdo do neurotransmissor CGRP no desencadeamento das
crises de migranea, esse é produzido no ganglio trigeminal, levando a inflamacdo neurogénica
e a vasodilatacdo (IYENGAR et al., 2019b). Ramos trigeminais se projetam para a periferia,
inervam as artérias cerebrais, artérias meningeas onde se projetam para partes da dura-mater
que sdo altamente vascularizadas. Estudos imuno-histoquimicos de tecidos de ratos e humanos
revelaram que as fibras C ndo mielinizadas, que inervam as artérias meningeas e cerebrais,
expressam CGRP, bem como substancia P, VIP e nNOS (MELO-CARRILLO etal., 2017). Um
estudo (GOADSBY; EDVINSSON; EKMAN, 1988) que realizou observacGes em pacientes
submetidos a termocoagulacdo do ganglio trigeminal sob anestesia geral para o tratamento de
tiques dolorosos, demonstrou que apos a coleta de sangue da veia jugular, os niveis de CGRP
no sangue foram 30 + 2 pmol/l no grupo controle e 60 = 11 pmol/l no grupo que recebeu a
estimulacdo. Um outro estudo (SARCHIELLI et al., 2007b), avaliou a presenca do CGRP no
LCR de pacientes com migranea através de ensaio imunorreativo, com concentracdo de 29.37
+4.67 pmol/l no grupo controle e 44.16 = 4.63 pmol/l no grupo migranea. Contudo, no presente
estudo, ndo foi possivel observar diferencas significativas no LCR de pacientes com migranea

e do grupo controle.
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Estudos apontam que a OT desempenha um papel na supresséo da dor no sistema
nervoso central (POISBEAU; GRINEVICH; CHARLET, 2018), incluindo a prevencdo da
migranea (TZABAZIS et al., 2017b). Além disso, a OT tem efeitos generalizados na regulacéo
do humor e no comportamento (POISBEAU; GRINEVICH; CHARLET, 2018). Apesar de no
LCR a OT ter uma meia-vida de aproximadamente 28 minutos, que € muito mais longa do que
no sangue, i.e., 1 a 2 minutos, ndo foram identificadas diferencas significativas entre os niveis
de OT no LCR de pacientes do grupo migranea e os individuos do grupo controle. Um estudo
(WANG et al., 2013b) mostrou que em individuos saudaveis a concentracdo de OT no LCR era
significativamente maior em pacientes com migréanea (33,21 + 6,37 pg/ml vs. 16,38+4,53
pg/ml, p < 0,01); também foi observada uma correlacéo entre a severidade da dor de cabega e

a concentracao de OT no LCR.

Ademais, regides hipotalamicas que contribuem para o inicio da migranea, também sao
relatadas como fontes de OT, com projecdes por todo o encéfalo, medula espinal e neuro-
hipofise (WARFVINGE et al., 2020; WARFVINGE; KRAUSE; EDVINSSON, 2020). Ha
relatos (WARFVINGE et al., 2020; WARFVINGE; KRAUSE; EDVINSSON, 2020) que
identificaram receptores de OT expressos em areas relacionadas a migranea do sistema nervoso
central, como nucleos trigeminais caudais e na medula espinal, e nos ganglios trigeminais,
sugerindo uma influéncia no processamento da dor e na fisiopatologia da migranea (KRAUSE
etal., 2021; NAPPI et al., 2022).

O ON, que tem funcGes de alterar o tonus vascular e regular o de fluxo sanguineo,
também tem importante papel na modulacdo da dor (KINGWELL, 2000). Como
supramencionado, o ON esta presente nas fibras C que inervam as artérias cerebrais, sugerindo
assim uma participacdo no mecanismo de ativacdo na migranea (MELO-CARRILLO et al.,
2017). O ON também tem sido associado a depressdo, esquizofrenia e doenca de Parkinson,
indicando que ha relacdo entre ele e os distdrbios neuronais (SAINI et al., 2021). Dentre as
comorbidades relacionadas a migranea, se destaca a depressdo, corroborando mais uma vez
com a relacdo que ha entre as moléculas presentes nos disturbios neuronais de forma geral e a
migranea (PERES etal., 2017). Um estudo (STEINBERG et al., 2010b) que analisou os niveis
de NO no LCR de 14 pacientes com cefaleia em salvas, através do método de eletroforese
capilar, observou que durante as crises 0s niveis de NO estavam aumentados (média 9.3 uM,
95% CI 8.5-10.1) em comparacdo ao grupo controle (média 6.2 uM, IC 95% 4.9 —7.5). Os
resultados obtidos neste estudo em relacdo ao NO ndo demonstraram significancia quando

comparados grupo migranea e grupo controle.
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No presente estudo o LCR foi escolhido para utilizagcdo na tentativa de coletar uma
substancia em local mais proximo a liberacdo de CGRP, OT e ON. Estudos em humanos nédo
permitem do ponto de vista ético avaliar a concentracdo desses neurohormonios em tecidos
cerebrais. E esperado que moléculas envolvidas nos mecanismos que levam a migranea estejam
alteradas em pessoas com migranea, contudo, isso pode ser observado em regides especificas
do cérebro, uma vez que no LCR as moléculas estdo diluidas. N&do encontramos diferengas
estatisticas entre os grupos migranea e controle. Alguns poucos estudos mostraram diferencas
estatisticas e, portanto, foram publicados. Isso pode representar um viés dos estudos com
resultados negativos, quando ndo se publica por ndo haver diferencas estatisticas entre grupos
experimentais. Nesses casos ou 0 artigo ndo € aceito ou 0s autores nao se interessam em publicar
resultados negativos. Esse € um grande problema na ciéncia experimental, deixando muitas
vezes a falsa impresséo de que ha alteracdo de neurotransmissores em tecidos e compartimentos
intracranianos em doencas diversas por se publicar estudos com resultados positivos, muitas

vezes estudos esses com falhas metodoldgicas importantes.
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6 CONCLUSAO

Foi testada a hipdtese de que ha alteragdes nas concentracbes de CGRP, OT e ON no
LCR em pacientes com migranea, contudo, a hipotese ndo foi apoiada com os dados obtidos
neste estudo. Apesar disso, com base em diversos achados publicados por diversos grupos de
pesquisa, é notavel a participacdo destas moléculas nos mecanismos de ativacdo das crises de
migranea. Essa correlagéo, portanto, merece que outros trabalhos levantem a possibilidade do
envolvimento dessas moléculas em outras regides do encéfalo, colaborando com a elucidagéo
da fisiopatologia da migrénea, podendo assim, contribuir com estratégias terapéuticas mais
seletivas e eficazes, que atuem de forma preventiva nas crises de migranea. Além disso, este
estudo apresenta algumas limitacbes como: o0 n pequeno de amostras, 0S Qrupos sao
heterogéneos, os participantes faziam uso de diversos medicamentos e apresentavam estilos de
vida variaveis, ha possibilidade de outras comorbidades relacionadas a outras sindromes

dolorosas.
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Abstract

Background: Stabbing headache (SH) is considered as a pure primary headache, but
acoording to a few clinical observations it could alse be secondary. Ower the past
decades, we have been observing the complaint of SH in patients with intracranial
vascular and neoplastic lesions.

Objective: To describe a series of patients with intracranial lesions who experienced
3HL

Methads: This is & eross-sectional, retrospective study of 34 patients with intracranial
lesions associated with SH, admitted at Hospital das Clinicas, Federal University of
Pernambuco, Brarl.

Results: bn this series ol 34 patients [29 women, 44 £ 12 years (mean £ 50§ with
secondary SH, the causes were intracranial neoplasms (a = 31), cerebral anewrysms
{n = 2}, or arteriovenous mallormation (A = 1) Pituitary tumar (A = 18}, meningioma
{n = &), and vestibular schwannomas (p = 4] were the most prevalent bypes of intrac-
ranial neoplasms. Al these lesions had intimate contact with the dura mater, including
an oligsdendroglioma, the anly intra-axial bumor in the saries. A characteristic in the
secondary SH i the crescendo pattern [12/34, 35%), progressing from infrequent at-
tacks to recurrent orfises occurring several tirmes a day. The 5H lasted from 5 days to
&0 months (15 = 18 months, mean £ 50) until the correct diagnosis [16/34 (47 %) of the
patients =6 months). The SH was triggered by the movement of the head [5/34, 15%)
or Vabkialva maneuver (1/34) After surgery, suppression of the 5H was abserved. In a
Tew ol the patients to whom dexamethasone was prescribed, the SH subsided within
a few days.

Conclusion: This study was able to identify clinical red flags associated with intracra-
nial lesions and secondary SH, for example, recent onset of SH. exclusively unilateral
(ipsilateral] at the same location, erescendo pattern, triggered by head movements, or
Valsalva maneuver.
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Abstract

Objective The aim of this sady was 1o describe the anatonical features encountered in the parsecal foramen in a seres of
178 human bones and 123 head MREI examinations. A cadavenc specimen was alio dissectad 1o demonsirate the trajectony
of a superficaal scalp vein through the parsetal foramsen as far as the dura mater. A lteratine review was performed regarding
prevalence of paretal foramen 1n different populations.

Methods Totally, 178 paired adult bones were used o ivestigate the presence, shape and number of the parietal foramina.
In addition, 123 braan MR examinations were also stodied.

Results The parietal foraminag wene encountened m 7589 (84.3% ) skulls [32538 (8429 ) i women va. 43051 (R4.3% ) in men,
= 008). The parietal foramen was present bilaterally i $4.73% of females and 54.9% of males. Regarding unilaterality of
the paretal foramen, a raght or lefi laerality was observed i fermale 21% right versus 185 lefi; and 16% versus 14% (left)
win mrales (p = 0005). The accestory parietal foramen was predent in the fght parietal i 2.6% and in 7.9% on the beft sade of
the femabes, while 5.9% and 3.9% of the mabes on the nght or left sides, respectively. The parietal foramdna located in the
proximity of the saginal suture (male 7.1 +2.5 mm vs. female, T4+ 27 mm). There was a positive correlation between the
right and left paretal foramina regarding the distance from the median line. The distance from a foramen w0 the conralaeral
one was 16+ 4 mm in men and 18+ 5 oun i women, respectively (p=0.05).

Conchusion No major differences were encountersd betwsen sexes reganding the anatomical feamres of parietal foramen.

Beywords Human skull - Parsetal foramen - Morphology - Sex dafference

Intreduction

Wery linle atention has been pasd 1o the parietal foramen,
an often symmetrical bilaveral anatomical strucires with
a function of extreme imponance in controlling intracra-

"= Maria Fogams de Soezn Ferreimm izl lemperature and malntaimning inlracranial pressure in
ferreira rosanasouzs @ gmail com the various positions of the bead o relation o the body

| ) - during daily activities. Often during different approaches
nto of Anatamny, Academic Center of Visdria 1o reach intracranial sirectures, used in neurosurgery pro-

af Sante Antde, Vistria, Pernambuco, Brazil

Viifirin de Sanio Antfo, Facol University Center, Viidria,
Pernsmbuca, Braeil

' Meurnsurgery Uniz, Fedem| University of Pernambuca,
Recide, Peramsbuca, Brazil

cedures, the surgeon has w observe the parietal foramen
and the respective nerve and vessels that pass through i w
preserve functions. As there are several other communica-
tion routes between the intracranial cavity and the outer part
] ) of the bead. &g scalp, damage 1o the foramen waally does
*  Procape, University of Pernambuca, Recife, Pernambuco, not cause significant disturbances (or clineally noticeabde)

el in the functions lnked with vessels {venous and arenal) and

3 .
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University of Permamtesco, Recife, Pemambaco, Brazil pervet rotsgh it
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Abstract

Background: Headache attacks in patients with primary headaches, such as migraine and
cluster headache, occur with concomitant changes in head blood flow and the secretory
pattern of various neurotransmitters or neuromodulators. CGRP, oxytocin, and nitric
oxide (NO) are some biomolecules altered during a headache attack, suggesting active
participation in the physiopathological process. Our objective was to evaluate the

concentrations of CGRP, oxytocin, and NO in the CSF of patients with and without
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migraine. A brief review of the presence of these biomolecules in CSF in patients with
migraine was also carried out. Methods: Twenty-seven (14 women, age 48+14 years)
patients were selected for CSF collection during spinal anesthesia. Migraine was
diagnosed in 12 patients (9 women). Results: The concentrations of CGRP, oxytocin, and
NO in the CSF in the migraine and control groups were: CGRP, migraine 0.09+0.02
pg/ml vs. control  0.09£0.01 pg/ml (p=0.674); Oxytocin, migraine 0.37£0.29
pg/ml vs. control 0.36+£0.21 pg/ml (p=0.904); Nitric oxide, migraine 17.76+16.29
pmol/l vs. control 12.01+6.93 pmol/l (p=0.643). No statistical differences were observed
when comparing CGRP [men 0.08+£0.01 pg/ml vs. women 0.09+0.02 pg/ml (p=0.186)],
oxytocin [men 0.31+0.19 pg/ml vs. women 0.42+0.28 pg/ml (p=0.094)]; and NO [men
11.52+5.93 vs. women 17.33+15.45 (p=0.219)] concentrations in the CSF between the
sexes, regardless of whether the individual has migraine or not. Conclusion: The
hypothesis that there is a change in CGRP, OT, and NO concentrations in CSF in patients
with migraine was tested in the pain-free (interictal) interval, however, the hypothesis
was not supported by the data obtained in this study. Nevertheless, based on several
findings, the participation of these molecules in the mechanisms of activation of migraine
attacks is remarkable. This correlation, therefore, deserves that other studies raise the
possibility of the involvement of these molecules in distinct regions of the brain,

collaborating with the elucidation of the pathophysiology of migraine.

Keywords: Cerebrospinal fluid. Migraine. CGRP. Oxytocin. Nitric oxide.
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Introduction

Headache attacks in patients with primary headaches, such as migraine and cluster
headache, occur with a concomitant change in head blood flow (intra- and extracranial)
and changes in the secretory pattern of various neurotransmitters or neuromodulators (1—
6). Calcitonin gene-related peptide (CGRP), oxytocin (OT), and nitric oxide (NO) are
some biomolecules altered during a headache attack, suggesting active participation in

the physiopathological process (7-15).

The migraine rate is approximately 10% in the general population, and it is the
most prevalent neurological disease in the world (16). Migraine is a chronic neurological
disorder, represented by moderate or severe headache attacks, associated with reversible
neurological and systemic symptoms (17). Photo- and phonophobia, cutaneous allodynia,
and gastrointestinal symptoms such as nausea and vomiting are typically encountered in
migraine attacks (18). Some factors may be related to the occurrence (intensity and
severity) of headache attacks, (7, 8) such as lifestyles, socioeconomic (19) and sex-linked
factors (20-22), as well as presence of comorbidities, including hypertension (23-25),
cigarette use (26) and regular alcohol consumption (27,28), obesity (29), depression and

anxiety (30).

This fluctuation in the pattern of the severity of headache attacks in a patient with
migraine and corresponded comorbidities throughout life involves a very complex
process involving different cell types in the nervous system, with synaptogenesis,
alteration in the synthesis and release of neurotransmitters, and formation of distinct
neuronal networks. Stimulatory and inhibitory neural circuits are necessary for regulating
patterns responsible for the frequency, intensities, and thresholds of responses to possible
triggers. Such biological changes occur not only in the central nervous system but also in
the periphery, with intense communication between these two components in a

bidirectional manner.

Experimental studies demonstrated that the release of vasoactive neuropeptides
plays a role in the physiopathology of a migraine crisis. The CGRP is a sensory
neuropeptide with potent cardiovascular effects, with wide distribution in the nervous
system, and exerts a paramount action on the genesis of a migraine crisis (31,32). In the
trigeminovascular system, including the trigeminal ganglion, CGRP is released from
nerve fibers that run along the dural, pial and cerebral arteries (33,34).
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This fact shows that CGRP is directly linked to triggering a migraine attack, but
other neuronal messengers are also involved. For example, NO may stimulate CGRP
release and, thus, activate the trigeminovascular system (35,36). Nitric oxide is a small
lipophilic molecule released from endothelial and neuronal cells and the immune system.

It can cross the endothelium to vascular smooth muscle to exert vasoactive actions (37).

Furthermore, OT is involved in the inhibitory modulation of pain (38). Neurons
in the central nervous system have been shown to possess OT receptors (39). Oxytocin
receptors have been identified in several tissues, such as the spinal cord (40), trigeminal

ganglion (41), and nerve terminals of hypothalamic neurons (42), among others.

On the other hand, Bharadwaj and coworkers (43) raised the hypothesis linking
OT to menstrual migraine, arguing that, in the central nervous system, OT acts as a
hypothalamic hormone/neurotransmitter and binds to specific receptors, which may

inhibit trigeminal neuronal excitability that can promote migraine pain.

Still, with this same line of reasoning, Warfvinge and colleagues (44) compared
OT and its receptors distribution in the central nervous system with CGRP (three
mappings) to study possible relationships in regions associated with migraine, i.e.,
"migraine generators." The authors concluded that OT pathways might play a role in

migraine attacks.

In addition, in patients with intractable cancer and severe pain, intraventricular
administration of OT alleviates pain (45,46). A previous study (47) demonstrated that OT
concentration in the cerebrospinal fluid (CSF) increased significantly in headache
patients, and it was also observed a positive relationship between headache intensity and
OT concentration in CSF.

Scientific evidence suggests that migraine has a strong genetic influence;
therefore, migraineurs' brains work differently from those of people who do not suffer
from migraine. Synaptic organization and neurotransmitter release are possibly distinct
in these two groups of individuals. Thus, the hypothesis is that there are differences in
one or more neuromodulators of brain function in the interictal period between

migraineurs and healthy individuals that no suffer from migraine.

Several studies are available in the literature, but very few make a clear

relationship between the molecules present in the CSF and the migraine process (48-57);
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therefore, our objective was to analyze the levels of CGRP, NO, and OT in the CSF in
the interictal period in adult individuals. A brief review of the presence of these

biomolecules in CSF of patients with migraine was also carried out in the present study.
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Method
Patients

Twenty-seven patients were selected in the preoperative period for CSF collection
during spinal anesthesia between March and August 2019. To classify patients treated at
Hospital das Clinicas, Federal University of Pernambuco, Brazil, in the migraine or
control groups, diagnostic criteria based on the International Classification of Headache
3 were used (58). Patients with migraine had at least one headache attack in the last month

before the lumbar puncture, and all were in the interictal interval.

The study has ethical approval and consent for participation, according to the
ethics guidelines of the Comité de Etica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Brazil, through protocol CAAE 99301018.0.0000.5208.

Sample

To perform the analyses, 500 pL of CSF was collected from each patient by the
aspiration method during spinal anesthesia and stored in empty Eppendorf tubes. After

collection, the samples were stored in a freezer at -80°C until the material was analyzed.
Nitric oxide measurement

The NO concentration was measured by the amount of nitrate obtained by the
NO/ozone chemiluminescence technique. The procedures were performed using 20 pL
of CSF, deproteinized by incubation with 40 pL of 95% ethanol at 4°C for 30 minutes,
and centrifuged for 5 minutes at 5,000 g. The supernatants (10 puL) from each sample
were injected into a reaction vessel containing a reducing agent (0.8% vanadium chloride
in 1IN HCI at 95°C) that converts nitrate to NO in equimolar amounts. Nitric oxide NO
was aspirated using helium gas into the chemiluminescence chamber of the Sievers NO
Analysis apparatus (Sievers 280 NOA, Sievers, Boulder, CO, USA). The detection of NO
results from its reaction with ozone, emitting red light that is detected and converted into

an electrical signal.
CGRP measurement

The immunoenzymatic assay detected and quantified CGRP using the CGRP kit
(rat) ELISA kit (Bertin Pharma, France). As CGRP was possibly present in the sample at

a low concentration, the buffer dilution was not performed (as suggested in the manual).
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Each well of the plate was rinsed five times with wash buffer (300 ul/well). Before
dispensing reagents and samples, the buffer was removed from the wells by inverting the
plate and dangling the last drops on a paper towel. When pipetting the reagents, 100 pL
of NBS was dispensed into three wells; 100 pL of standard CGRP was pipetted at
different concentrations into eight wells; 100 puL of the sample was dispensed into the
wells; 100 pL of the marker was pipetted into each well, except where the blank was.
Then, the plate was incubated at -4°C for 20 hours. After the end of the established time,
the plate was emptied, and the wells were washed five times with 300 pL of wash buffer.
At the end of the washes, 200 uL of Ellman’s Reagent was added to each of the 96 wells.
The plate was read using the Varioskan LUX Multimode Microplate Reader (Thermo
Fisher Scientific) at a wavelength between 405 and 414 nm. This CGRP kit detects
human o/B-CGRP and rat CGRP equally (the antibody has 100% cross-reactivity to o/p-
CGRP).

Oxytocin measurement

The dosage of OT was performed using the technique of specific
radioimmunoassay in duplicate. The assays used rabbit antisera, standard peptide for 1251
labeling, and goat anti-1gG antiserum. For the determination of OT concentrations, the
buffers NazHPO4 (0.062M) and Na-EDTA (0.013M) with 0.5% BSA at pH 7.5 were
used, and the peptide labeled with 251 was from a commercial source (Dupont Co.,
Boston, MA, USA).

Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the type of distribution of the
studied variables. When the variables had a normal distribution, we used parametric tests
(t-test); otherwise, the non-parametric Mann-Whitney test was used to two groups. The
level of significance considered statistically different was p<0.05. The data are shown as

mean + SD.
Biomarkers in the CSF

A search for biomarkers identified in the CSF of patients with migraine or
headache was performed. The search was performed in the PubMed database, using the
MeSH descriptors. The search for articles was performed following the flowchart in

Figure 1.
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Results

Cerebrospinal fluid samples were collected from 27 patients (14 women, age 48
+ 14 years) who underwent elective surgeries. Following the ICHD-3 (58) criteria,
migraine was diagnosed in 12 patients (48 £ 11 years of age), 3 men (51 £ 7 years of age)

and 9 women (age 47 + 7 years of age).

In Figure 2, the concentrations of CGRP, OT, and NO in the CSF are shown in the
migraine and control groups: [CGRP, migraine 0.09 + 0.02 pg/ml vs. control 0.09 + 0.01
pg/ml (p=0.674, Mann-Whitney test); OT, migraine 0.37 £ 0.29 pg/ml vs. control 0.36 =
0.21 pg/ml (p=0.904 Mann-Whitney test); ON, migraine 17.76 = 16.29 pumol/l vs. control
12.01 £ 6.93 pumol/l (p=0.643 Mann-Whitney test)].

No statistical differences were observed when comparing CGRP concentration [men
(n=12) 0.08 + 0.01 pg/ml vs. women 0.09 + 0.02 pg/ml (n=10) (p=0.186 unpaired t-test)],
OT concentration [men (n=13) 0.31 £ 0.19 pg/ml vs. women (n=14) 0.42 + 0.28 pg/ml
(p=0.094, Mann-Whitney test)]; and NO concentration [men (n=13) 11.52 + 5.93 vs.
women (n=12) 17.33 £ 15.45 (n=25) (p=0.219, unpaired t-test)] in the CSF between the
sexes, regardless of whether the individual has migraine or not.

The concentration of CGRP in the CSF was 0.09 + 0.03 pg/ml in women with
migraine (n=7), and in men with migraine 0.09 + 0.01 pg/ml (n=3) (p>0.999), Mann-
Whitney test). In the women of the control group, the value was 0.10 + 0.02 pg/ml (n=3)
and in the men of the control group 0.08 £ 0.01 pg/ml (n=9), in the statistical comparison

of the groups p=0.100, Mann-Whitney test.

In women with migraine, the OT concentration in CSF was 0.41 + 0.33 pg/ml (n=9),
while in men it was 0.24 £ 0.12 pg/ml (n=3) (p=0.281, Mann-Whitney test). The control
group had a concentration of 0.42 + 0.21 pg/ml in women (n=5) and 0.33 £ 0.21 pg/ml in
men (n=10) (p=0.112 Mann-Whitney test).

Nitric oxide in the group of women with migraine had a mean level of 20.37 = 19.2
pmol/l (n=7), in men the value was 11.67 + 2.10 pumol/l (n=3) in the statistical comparison
of the groups, the p-value was 0.833 (Mann-Whitney test). In the control group, the
concentrations were 13.08 £ 7.92 umol/l in women (n=5) and 11.47 £ 6.78 umol/l in men
(n=10) (p=0.686 unpaired t-test).
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Discussion

In this study, we evaluated the CSF concentrations of three critical
neurotransmitters that play an essential role in the pathophysiology of migraine - CGRP,
OT, and nitric oxide. When we compared the concentrations of these possible migraine
biomarkers, we found no statistical differences between the group without migraine and

the group with migraine.

The CGRP concentration in the CSF was measured in patients with multiple
sclerosis and Alzheimer’s disease and a control group of healthy individuals. There was
no difference between multiple sclerosis patients and controls, but a lower CGRP
concentration was observed in dementia patients. The authors suggested that CGRP in
the CSF may be possible dementia and depression marker. At least in the intercritical
period in patients with migraine, there was no difference in the levels found in the CSF
when compared with the group that did not suffer from migraine. During the pain period,
the concentration of CGRP was higher in the jugular blood, according to previous studies
(59). As far as we know, no study evaluated the concentrations of CGRP, OT, and NO in
CSF in patients with migraine at the time of headache. Wang et al. (54) reported that OT
concentration in CSF was higher in Chinese patients with headache (a mixed group with
migraineurs and tension-type headache sufferers) - 33.21 + 6.37 pg/ml versus 16.38 +
4.53 pg/ml in the health volunteers, p<0.01. The patients in this study received monetary
compensation and were instructed to collect the CSF samples only “during the patients
filling ill of headache”. The data from pain-free period in these patients were no available.
The levels of OT in CSF increased with the degree of intensity of pain in these patients
with headache (54).

In a previous report (60), CGRP-LI was analyzed in CSF in the postoperative
period in patients with acute subarachnoid hemorrhage (SAH), a clinical neurological
condition when the individuals usually suffer the worst headache of their life. The CGRP-
LI concentration was measurable in the CSF of SAH patients but not in the CSF of
controls. Furthermore, increased levels of CGRP-LI (up to 14 pmol/L) were detected in
those patients with significant vasoconstriction (60). They proved that the concentration
of CGRP increases in the CSF in conditions of extreme pain and intracranial
vasoconstriction (60), linking the CGRP with the association of pain-vascular caliber

changes.
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In a recent study, the authors measured the CGRP outflow into jugular blood and
cerebrospinal fluid, considering a permeance for CGRP of rat dura mater. They concluded
that, although it was a small fraction, the CGRP, when applied onto the rat dura mater,
was able to reach the jugular blood and CSF (59). Thus, at least part of the CGRP detected
in the CSF may originate from CGRP molecules released in the periphery, such as the
dura mater. On the other hand, intracerebral arteries, the Willis' circle, or even pial arteries
are in close contact with the CSF in the subarachnoid or Vichow's perivascular
space. Thus, it is reasonable to assume that part of the CGRP found in CSF may originate
from neuronal terminals that innervate these vessels. In addition, immunoreactive to
CGRP afferent fibers that originate in the trigeminal ganglion project to the spinal

trigeminal nucleus (61).

In an elegant experiment in rats, the blood flow in the dura mater and the medulla
oblongata was registered while the application of 60 mM KCI stimulated the dura mater.
As a result, a decreased meningeal blood flow was observed; oppositely, the medullary
blood flow was increased. Concomitantly, increased CGRP concentrations in jugular
plasma and CSF were also observed. The authors concluded that augmented blood supply
of the medulla oblongata and CGRP release into the CSF might also occur in headaches

due to strong activation of meningeal dural afferents (62).

It is believed that CGRP plays a role in triggering migraine attacks, it is released
by the trigeminal ganglion neurons, leading to neurogenic inflammation and vasodilation
(63). Immunohistochemical studies of rat and human tissues revealed that the
unmyelinated C fibers that innervate the meningeal and cerebral arteries express CGRP,
as well as substance P, VIP, and nNOS (64). A study (65) who carried out observations
in patients undergoing thermocoagulation of the trigeminal ganglion under general
anesthesia for the treatment of painful tics, showed that after blood collection from the
jugular vein, blood CGRP levels were 30 = 2 pmol/l in the control group and 60 + 11
pmol/l in the group that received the stimulation. Another study (66), evaluated the
presence of CGRP in the CSF of patients with migraine through an immunoreactive assay,
with a concentration of 29.37 = 4.67 pmol/l in the control group and 44.16 + 4.63 pmol/l
in the migraine group. However, it was not possible to observe statistical significant

differences between patients with migraine and the control group.
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In a recent study, the authors measured OT in the CSF of patients with
Huntington's disease. They found that OT concentration in the CSF was significantly
lower compared to controls in the healthy group and concluded that “the level of OT may
represent an objective and comparable measure that could be used as a state biomarker
for impairment of social cognition™ (67). So, studying the presence of biomolecules in
CSF may help the diagnostic, prognostic, and understanding of the physiopathology of

neurological diseases.

Studies indicate that OT has a role in suppressing pain in the central nervous
system (68), including migraine prevention (39). In addition, OT has widespread effects
on mood regulation and behavior (68). Despite the fact that OT in CSF has a half-life of
approximately 28 minutes, which is much longer than in blood, which lasts 1 to 2 minutes,

no significant differences were identified between CSF OT levels in the present study.

Furthermore, hypothalamic regions that contribute to the onset of migraine are
also reported to be sources of OT, with projections throughout the brain, spinal cord, and
neurohypophysis (69,70). There are reports that have identified OT receptors expressed
in migraine-related areas of the central nervous system, such as the caudal trigeminal
nuclei and spinal cord, and in the trigeminal ganglia, suggesting an influence on pain

processing and migraine pathophysiology (71,72).

Furthermore, nNOS is present in C fibers that innervate cerebral arteries, thus

suggesting a participation in the activation mechanism in migraine(73).

Among the comorbidities related to migraine, depression stands out, corroborating
once again with the relationship between the molecules present in neuronal disorders in
general and migraine (30). A study (74) that analyzed the CSF NO levels of 14 patients
with cluster headache observed that during attacks the NO levels were increased
compared to the control group. In this study, no significant differences were demonstrated

when comparing the migraine and control groups in terms of NO concentrations.

Few studies have evaluated possible CSF biomarkers in patients with migraine
(see Table 1). The results are still conflicting. Migraine is a complex disease with a broad
spectrum of severity, from rare headache attacks with mild to moderate intensity to
chronic migraine with daily episodes of headache, not to mention the two groups of

migraineurs who present with aura and those who never present any attack of migraine
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associated with migraine aura. The authors would like to raise the possibility of bias in
the case of a study with negative results (without statistical significance). These articles
are not published either because the authors do not submit the manuscript for publication
because they think the reviewers would not be interested in publishing, or the scientific
journals really do not agree to publish such studies. Thus, studies that often do not follow
scientific rigor are published because of a statistical difference between the analyzed

groups.

It is expected that molecules involved in the mechanisms that lead to migraine are
altered in migraine attacks, however, this can be observed in specific regions of the brain,
since in CSF the molecules were possibly diluted before reaching the collection site, that
is, the lumbar region. Perhaps this explains the absence of difference in CGRP, OT, and

NO concentrations in the present study.
Conclusions

The hypothesis that there is a change in CGRP, OT, and NO concentrations in
CSF in patients with migraine was tested in the pain-free (interictal) interval; however,
the hypothesis was not supported by the data obtained in this study. Nevertheless, based
on several findings, the participation of these molecules in the mechanisms of activation
of migraine attacks is remarkable. This correlation, therefore, deserves that other studies
raise the possibility of the involvement of these molecules in distinct regions of the brain,
collaborating with the elucidation of the pathophysiology of migraine; thus being able to
contribute to more selective and effective therapeutic strategies that act in a preventive

way in crises of migraine.
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Figures and legends

Table 1: Biomarkers identified in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with migraine
or headache.

Figure 1: Article search strategy flowchart.
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Figure 2: Concentrations of Calcitonin gene-related peptide (CGRP), oxytocin and nitric
oxide in the control and migraine groups.
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