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PREFACIO

Esta Tese segue o modelo recomendado nas “Instrucbes para apresentagao de
Dissertagdes e Teses”, parte do manual “Organizacdo, Normas e Procedimentos”,
publicado pelo Programa de Pods-Graduagdo em Medicina: Clinica Médica da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul em 1999. O
experimento realizado é relatado sob a forma de um artigo elaborado de acordo
com as normas do Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas, em
versdes nos idiomas inglés e portugués. A revisao da literatura, discutida de forma
sucinta no artigo em questdo, é apresentada de forma mais abrangente em um
capitulo que o precede. Existem, portanto, trés listas de referéncias bibliograficas: a
primeira é relacionada aos capitulos de introdugdo e de revisao de literatura e as
demais sao relacionadas as diferentes versdes do artigo cientifico. Apesar de
descrita nos artigos cientificos, a metodologia empregada nos experimentos é
apresentada de modo mais detalhado no Anexo |.

O termo “migrénea” foi adotado pela Comissdo de Tradugdo e Revisdo da
Sociedade Brasileira de Cefaléia, em substituicdo ao termo “enxaqueca”, na
traducdo autorizada da obra “Classification and Diagnostic Criteria for Headache
Disorders, Cranial Neuralgias and Facial Pain”, editada pela Sociedade
Internacional de Cefaléia (International Headache Society) em 1988. Nesta Tese, a
orientagdo da Sociedade Brasileira de Cefaléia foi seguida, apesar do termo
migranea ainda néo ter sido incorporado aos dicionarios da lingua portuguesa.

O estudo descrito nesta tese foi realizado durante periodo de treinamento na
Unidade de Cefaléia do Instituto de Neurologia do University College London, em
Londres, sob a supervisdo do Professor Peter J. Goadsby e patrocinio, através de

bolsa de aperfeicoamento, da Merck, Sharp & Dohme do Brasil. O trabalho de



laboratério teve lugar no Centro de Pesquisas em Neurociéncias da empresa
farmacéutica Merck, Sharp & Dohme, em Terlings Park, Harlow, Inglaterra, com o

acompanhamento do Doutor David John Williamson.
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INTRODUCAO

A cefaléia € um sintoma bastante comum na populagdo, atingindo quase a
totalidade dos individuos em algum momento da vida (1-3). Apesar de poder se
apresentar como manifestacao de alteragdes na macroestrutura do sistema nervoso
central ou de varias afecgbes sistémicas, na maioria das vezes é o sintoma cardinal
de um grupo de doencgas chamadas de cefaléias primarias, das quais as principais
sdo a migranea (comumente conhecida como enxaqueca), a cefaléia tipo tensional
e a cefaléia em salvas (cluster headache) (4). A natureza episddica e a auséncia de
mortalidade destas fazem com que sejam negligenciadas como problema de saude
publica, mas as duas primeiras sdo doengas que tém uma prevaléncia alta e que
acarretam um prejuizo significativo sobre a qualidade de vida dos individuos
afetados, além de um 6nus a sociedade, através do custo associado ao cuidado
médico e a perda de produtividade (1, 5-9). A cefaléia em salvas e as demais
cefaléias trigémino-autonémicas (hemicrania paroxistica e a sindrome SUNCT:
short-lasting unilateral neuralgiform headache attacks with conjunctival injection and
tearing) sao relativamente raras, porém podem provocar sofrimento individual
intenso (10).

A compreensdo da fisiopatologia das cefaléias primarias, principalmente da
migranea, avangou significativamente desde o inicio da década de 1980, a partir da
investigacao sistematica das alteragbes da perfusdo cerebral ocorridas durante a
crise migranosa (11). A concepgdo da migranea como uma doenga dos vasos
sanguineos, hegemédnica a partir dos estudos de Wolff descrevendo o efeito
vasoconstritor da ergotamina sobre as artérias extracranianas durante as crises
(12), gradualmente deu lugar a concepgado da mesma como um transtorno originado

por alteragdes funcionais ou estruturais sutis do sistema nervoso central que



acarretam uma suscetibilidade aumentada a dor de cabeca, juntamente com outras
manifestagdes neuroldgicas, e que sdo determinadas em maior ou menor grau por
heranga familiar (13, 14). Alteracdes funcionais em areas especificas do encéfalo,
diferentes daquelas relacionadas a percepcdo de dor inespecifica, foram
demonstradas durante crises de migranea, cefaléia em salvas e sindrome SUNCT,
por estudos de neuroimagem funcional realizados através da tomografia por
emissao de positron (PET) (15-18) e da ressonancia magnética funcional (19-22).
Além disso, a existéncia de alteragcdes estruturais envolvendo a substancia cinzenta
do hipotalamo posterior foi evidenciada em um estudo de morfometria cerebral por
ressonancia magnética voxel-a-voxel em pacientes acometidos por cefaléia em
salvas (23). A porcao rostral do tronco cerebral, na migranea, e o hipotalamo, na
cefaléia em salvas e na sindrome SUNCT, sao considerados por alguns autores,
notadamente aqueles ligados ao grupo do Instituto de Neurologia do University
College London, como os pontos onde residem as alteragdes primarias destas
doencgas, ou ao menos, como os pontos geradores das crises (10, 14, 24). O
envolvimento da vasculatura craniana, notadamente a dilatacdo dos vasos da dura-
mater, é considerado, no entanto, parte da sequéncia de eventos que leva a
expressao das crises de algumas cefaléias primarias, como demonstrado pela
eficacia de medicagbes agonistas serotonérgicas - com efeito vasoconstritor
craniano - no tratamento das crises de migranea e de cefaléia em salvas (14, 25).
Foi demonstrado que a vasodilatagao observada em algumas cefaléias primarias é
provocada pela liberacdo de peptideos vasoativos pelas terminacdes das fibras que
inervam a vasculatura craniana — o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(calcitonine gene-related peptide, CGRP) (26) na migranea, e o peptideo intestinal
vasoativo (vasoactive intestinal peptide, vasoactive intestinal polypeptide, VIP) na
cefaléia em salvas (27, 28) e na hemicrania paroxistica (29). O primeiro é liberado

pela ativagcdo antidrbmica do nervo trigémeo e o segundo, um dos



neurotransmissores presentes nas fibras parassimpaticas cranianas vasomotoras
(30, 31), pelo aumento do efluxo parassimpatico através do nervo facial.

Varias manifestacdes clinicas podem acompanhar a dor nas crises das cefaléias
primarias. Fendbmenos como a nausea, a intolerdncia aos estimulos sensoriais
diversos e os disturbios autondmicos cranianos manifestam-se em intensidade e
combinagbes variadas, conforme a moléstia especifica (4). Os fendbmenos
autondmicos cranianos nao ocorrem nas crises de cefaléia tipo tensional e na maior
parte das crises de migranea (32), porém, juntamente com a menor duracido das
crises e a estrita unilateralidade da dor, sdo componentes fundamentais das
cefaléias trigémino-autonémicas (4).

O compartiihamento do mesmo sistema de expressao da dor craniana por
diferentes tipos de cefaléias primarias, envolvendo tanto a ativagao trigeminal
quanto, em maior ou menor grau, a ativacdo parassimpatica craniana (33), baseia-
se na existéncia de um sistema de inervacdo dos vasos intracranianos, o sistema
trigeminovascular (34). Neste, uma conexdo funcional da origem ao reflexo
trigémino-autondémico, cuja via aferente € o nervo trigémeo e a via eferente o nervo
facial, e cuja ativacdo seria determinada pela severidade da dor e pelo tipo de
cefaléia primaria em questdo (35). E na cefaléia em salvas, na hemicrania
paroxistica e na sindrome SUNCT, as ditas cefaléias trigémino-autondmicas, que a
manifestacao deste reflexo compde o quadro clinico na qualidade de peca
fundamental.

A segunda edi¢ao da Classificagdo Internacional das Cefaléias, elaborada e editada
pela Sociedade Internacional de Cefaléia (International Headache Society, IHS) (4),
divide as cefaléias primarias em quatro grupos: migranea, cefaléia tipo tensional,
cefaléia em salvas e outras cefaléias trigémino-autondmicas e “outras cefaléias
primarias”. O sistema de classificagdo € hierarquizado e permite estabelecer um

diagnostico em até quatro niveis em algumas situagdes. Apesar de haver mais dez
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grupos que abrangem as cefaléias secundarias e as neuralgias cranianas, estes
nao serao abordados por ndo serem de interesse nesta revisdo. A Tabela 1 mostra
as subcategorias das cefaléias primarias, até o segundo nivel.

O sistema de classificagdo da IHS apresenta critérios diagnésticos para cada tipo
de cefaléia, envolvendo basicamente a duragdo e a freqliéncia das crises, as
caracteristicas da dor e os fenbmenos associados. Além disso, é fornecida uma
breve descricdo do quadro clinico e uma lista da nomenclatura previamente
utilizada. A Tabela 2 mostra os requisitos para o diagnostico de migranea sem aura
€ migranea com aura e as Tabelas 3 a 4 aqueles necessarios para o diagndstico

das cefaléias trigémino-autondémicas.
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Tabela 1 - Cefaléias primarias conforme a International Headache Society

Primeiro nivel

Segundo nivel

1. Migranea

2. Cefaléia tipo tensional

3. Cefaléia em salvas e outras

cefaléias trigémino-autondmicas

4. Qutras cefaléias primarias

1.1 Migranea sem aura

1.2 Migrénea com aura

1.3 Sindromes periddicas da infancia que sao
precursoras habituais da migranea

1.4 Migrénea retiniana

1.5 Complicagdes da migranea

1.6 Migranea provavel

2.1 Cefaléia tipo tensional episédica infreqliente
2.2 Cefaléia tipo tensional episddica frequiente
2.3 Cefaléia tipo tensional crénica

2.4 Cefaléia tipo tensional provavel

3.1 Cefaléia em salvas
3.2 Hemicrania paroxistica
3.3 SUNCT *

3.4 Cefaléia trigémino-autonémica provavel

4.1 Cefaléia idiopatica em punhalada

4.2 Cefaléia primaria da tosse

4.3 Cefaléia primaria do exercicio

4.4 Cefaléia primaria associada a atividade sexual
4.5 Cefaléia hipnica

4.6 Cefaléia primaria em trovoada

4.7 Hemicrania continua

4.8 Cefaléia persistente diaria desde a instalagéo

* Crises de cefaléia unilateral neuralgiforme de curta duragédo com inje¢éo conjuntival e lacrimejamento

Adaptado da Referéncia (4)
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Tabela 2 - Critérios diagndsticos para migranea sem aura € migranea com aura

1.1 Migranea sem aura

A. Ao menos 5 crises preenchendo os critérios B-D
B. Crises de cefaléia durando 4 a 72 horas (n&o tratadas ou tratadas sem sucesso)
C. A cefaléia tem ao menos duas das seguintes caracteristicas:

1. localizagao unilateral
2. qualidade pulsatil
3. intensidade moderada ou forte

4. agravada por ou causando a esquiva de atividades
fisicas rotineiras (p.e. caminhar ou subir escadas)

D. Ao menos um dos seguintes, durante a cefaléia:

1. ndusea e/ou vémitos
2. fotofobia e fonofobia

E. Nao atribuida a outro disturbio

1.2 Migranea com aura
A. Ao menos 2 crises preenchendo o critério B
B. Aura migranosa preenchendo os critérios B e C para uma das subformas 1.2.1-1.2.6
C. Nao atribuida a outro disturbio

Critérios B e C das subformas aura tipica com cefaléia migranosa, 1.2.1; aura tipica com
cefaléia ndo-migranosa, 1.2.2 e aura tipica sem cefaléia, 1.2.3 *

B. Aura consistindo em apenas um dos seguintes, mas sem diminuigédo de forga:

1. sintomas visuais completamente reversiveis, incluindo manifestagbes positivas e/ou
negativas

2. sintomas sensoriais completamente reversiveis, incluindo manifestagées positivas
e/ou negativas

3. disturbio disfasico da fala totalmente reversivel
C. Ao menos dois dos seguintes:
1. sintomas visuais hombénimos e/ou sintomas sensoriais unilaterais

2. ao menos um sintoma da aura desenvolve-se gradualmente em periodo = 5 min
e/ou diferentes sintomas da aura ocorrem sucessivamente em periodo = 5 min

3. cada sintoma tem duragéo = 5 min e < 60 min

Adaptado da Referéncia (4)

* para os critérios de aura das subformas 1.2.3, 1.2.4, 1.2.5, mais raras, ver Referéncia (4)
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Tabela 3 - Critérios diagnosticos para cefaléia em salvas e hemicrania paroxistica

3.1 Cefaléia em salvas

A. Ao menos 5 crises preenchendo os critérios B-D

B. Dor intensa ou muito intensa unilateral orbitaria, supra-orbitaria e/ou temporal, com duragao de
15 a 180 minutos, se ndo tratada

C. A cefaléia é acompanhada por ao menos um dos seguintes:

1. injeg&o conjuntival e/ou lacrimejamento ipsilateral/is
2. congestdo nasal e/ou rinorréia ipsilaterallis

3. edema palpebral ipsilateral

4. sudorese frontal e facial ipsilaterais

5. miose e/ou ptose ipsilaterallis

6. uma sensagao de inquietude e/ou agitagdo

D. As crises tém uma freqliiéncia de uma em dias alternados até 8 por dia

E. Nao atribuida a outro disturbio

3.2 Hemicrania paroxistica
A. Ao menos 20 crises preenchendo os critérios B-D

B. Crises de dor severa unilateral orbitaria, supra-orbitaria ou temporal, com duragdo de 2 a 30
minutos

C. A cefaléia € acompanhada por ao menos um dos seguintes:
1. injecdo conjuntival e/ou lacrimejamento ipsilateral/is
2. congestao nasal e/ou rinorréia ipsilaterallis
3. edema palpebral ipsilateral
4. sudorese frontal e facial ipsilaterais
5. miose e/ou ptose ipsilateral/is

D. As crises tém uma freqliiéncia acima de 5 por dia por mais da metade do tempo, apesar de que
periodos com uma freqliéncia menor podem ocorrer

E. As crises sdo completamente prevenidas por doses terapéuticas de indometacina

F. Nao atribuida a outro disturbio

Adaptado da Referéncia (4)
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Tabela 4 - Critérios diagndsticos para SUNCT

3.3 Crises de cefaléia unilateral neuralgiforme de curta duragdo com injecao
conjuntival e lacrimejamento (SUNCT)

A. Ao menos 20 crises preenchendo os critérios B-D

B. Crises de dor unilateral orbitaria, supra-orbitaria ou temporal, pulsatil ou perfurante, com duragéo
de 5 a 240 segundos

C. A dor é acompanhada por inje¢ao conjuntival e lacrimejamento ipsilaterais
D. As crises ocorrem com uma freqiiéncia de 3 a 200 por dia

E. Nao atribuida a outro disturbio

Adaptado da Referéncia (4)

A cefaléia tipo tensional caracteriza-se por crises de dor de cabeca geralmente
bilateral, ndo pulsatil, ndo tdo intensa como a que ocorre nas crises de migranea e
que ndo se agrava aos movimentos. A presencga de fen6menos associados, como a
nausea e a intolerancia aos estimulos sensoriais € os fendmenos autondmicos
cranianos, respectivamente tipicos da migrdnea e das cefaléias trigémino-
autondmicas, ndo é comum neste tipo de cefaléia. Nao ha sintomas premonitoérios,
aura ou sinais de ativagado autondmica, e o componente genético, que parece existir
no tipo crénico, é pouco significativo (4, 36).

A migranea é uma doenga crénica de heranga familiar, caracterizada por crises
recorrentes de dor de cabega com duracgdo habitual de 4 a 72 horas e atributos
tipicos como a intensidade moderada ou forte, o carater pulsatil, a localizacao
unilateral e o agravamento com a movimentagdo. A dor € acompanhada por
fenbmenos como nausea, vémitos e, menos freqlientemente, diarréia, além de
hipersensibilidade aos estimulos sensoriais, manifesta por fotofobia, fonofobia e
intolerancia a odores. Nem todos os individuos acometidos, no entanto, apresentam
todas as caracteristicas ou fendmenos associados (ver Tabela 2) (4, 14). Alguns

pacientes podem apresentar os chamados sintomas premonitorios, algumas horas

ou até dois dias antes do inicio da crise de dor: alteragbes do humor,
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comportamento e vigilancia; fadiga, dificuldade de concentracao, rigidez cervical,
sensibilidade aumentada para som e/ou luz, nausea, visao borrada, palidez e
perversao do apetite (37-39). Quinze por cento dos individuos afetados apresentam
sintomas transitérios de disfungdo focal do coértex ou do tronco cerebral que se
instalam gradualmente ao longo de alguns minutos e duram menos de 1 hora,
consistindo no fendmeno da aura migranosa (ver Tabela 2). A dor costuma suceder
a aura, mas pode ocorrer antes ou simultaneamente a mesma, ou mesmo nao se
apresentar. A prevaléncia da migranea varia de acordo com a regido, 0 sexo e a
idade, sendo maior na Europa e nas Américas que na Africa e na Asia, por razées
ainda desconhecidas. Depois da puberdade, a prevaléncia € maior nas mulheres, e
€ durante a fase mais produtiva dos individuos - entre os 25 e os 55 anos de idade -
que atinge o seu pico, o0 que explica em parte seu grande impacto econdmico (40).
A prevaléncia-ano nos paises ocidentais € de aproximadamente 6% nos homens e
15% a 18% nas mulheres (14). No Brasil, a prevaléncia-ano, detectada em dois
estudos populacionais, é de 9,9% em criangas e adolescentes de 10 a 18 anos (3)
e de 22,1% em adultos (1).

A cefaléia em salvas € uma cefaléia primaria caracterizada por crises de dor muito
intensa, estritamente unilateral, localizada na regido periorbitaria e temporal e
acompanhada por fenbmenos autondmicos, também estritamente unilaterais e
ipsilaterais a dor (ver Tabela 3). Estes sado, de forma simplificada, relacionados a
ativagdo parassimpatica (lacrimejamento, congestdo nasal, rinorréia, sudorese
frontal/facial, edema palpebral) e a disfuncédo simpatica (miose e ptose) (10, 41). A
inquietude e a agitacdo que acontecem na grande maioria dos pacientes durante as
crises sao importantes no diagnéstico diferencial com a migranea e foram incluidas
entre os critérios diagndsticos da cefaléia em salvas na segunda edicdo da
Classificagdo Internacional das Cefaléias (4). Além disso, as crises tém uma

duracao relativamente curta e geralmente ocorrem mais de 1 vez ao dia (ver Tabela
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3), as vezes apresentando uma periodicidade circadiana marcada, ocorrendo
sempre nos mesmos horarios. Cerca de 15% dos pacientes apresentam a cefaléia
em salvas cronica, onde nao ha periodos de remissdo maiores que duas semanas,
durante um ano (o periodo de remissdo necessario para o diagndstico foi
modificado para um més na segunda edicdo da Classificacado Internacional das
Cefaléias, ainda nao utilizada para estudos de prevaléncia). A maioria dos
pacientes apresenta a forma episddica da cefaléia em salvas, onde as crises
ocorrem apenas durante periodos que duram de semanas a meses (um a trés
meses habitualmente) e podem ocorrer muitas vezes também com uma
periodicidade pronunciada. A cefaléia em salvas atinge mais os homens que as
mulheres (5 para 1), manifesta-se geralmente entre os 20 e os 40 anos de idade e
tem uma prevaléncia de aproximadamente 0,1% na popula¢ao adulta (42).

A hemicrania paroxistica € uma cefaléia primaria bastante rara, descrita em 1974
por Sjaastad e Dale (43). Duas apresentagdes sédo reconhecidas: a hemicrania
paroxistica crdénica e a hemicrania paroxistica episddica, diferenciadas através dos
mesmos critérios utilizados na diferenciagéo dos tipos de cefaléia em salvas (4).
Apesar das grandes semelhancas da hemicrania paroxistica com a cefaléia em
salvas (ver Tabela 3), notadamente em relagdo as caracteristicas da dor e aos
fenbmenos autonébmicos associados a esta, as diferengcas sdo inequivocas e
suficientes para caracteriza-las como entidades nosolégicas distintas. Na
hemicrania paroxistica, as crises de dor sdo mais breves e mais freqUentes, a
inquietude e a agitagdo durante as crises acontece em uma parcela menor dos
pacientes (44), a prevaléncia € maior nas mulheres e existe uma resposta
especifica, rapida e completa a indometacina.

A sindrome SUNCT, outra cefaléia primaria bastante rara descrita por Sjaastad (45)
em 1989, caracteriza-se por crises breves de dor periorbitaria unilateral (20 a 90

segundos de duracdo), acompanhadas por sinais de ativacdo parassimpatica
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cranial intensa, ipsilateral a dor, principalmente injegéo conjuntival e lacrimejamento
(ver Tabela 4). As crises podem ocorrer em uma frequiéncia de até trinta crises por
hora e instalam-se em poucos segundos, desaparecendo também de forma rapida.
Existe um padrdo de agrupamento das crises em periodos de alguns dias a varios
meses, separados por periodos de remissdo com duragdo de alguns meses. Ao
contrario do que acontece na cefaléia em salvas, as crises ndo sdo acompanhadas
por inquietude e agitacdo e podem ser precipitadas pelo toque na face, cabelo ou
couro cabeludo e pelos atos de lavar o rosto, escovar os dentes, mastigar, falar,
tossir ou mover o pescoco. Apesar da semelhanca em relacdo aos desencadeantes
das crises, fatores que diferenciam a sindrome SUNCT da neuralgia trigeminal sdo
a localizagao periorbitaria, a auséncia de periodo refratario, a maior duracdo das
crises, a falta de resposta a carbamazepina e o predominio de pacientes do sexo
masculino. Ndo ha resposta significativa as drogas utilizadas no tratamento
preventivo ou agudo das crises de migranea ou de cefaléia em salvas, assim como
a indometacina. A lamotrigina, o topiramato e a gabapentina sido drogas
aparentemente Uteis, porém sua eficacia ainda nado foi avaliada de forma

sistematica (10, 46, 47).
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REVISAO DA LITERATURA

1 A ANATOMIA FUNCIONAL DO SISTEMA PARASSIMPATICO CRANIANO

(48-51)

1.1 Os nucleos do tronco cerebral e o controle autonémico hipotalamico

Os neurénios pré-ganglionares do sistema parassimpatico craniano localizam-se na
coluna motora visceral geral, localizada na ponte e no bulbo, sob o assoalho do
quarto ventriculo, e no mesencéfalo, em posicao ventral em relagcdo ao aqueduto.
Estes neurbnios fazem parte dos nucleos do terceiro, sétimo, nono e décimo nervos
cranianos e recebem inervacéao oriunda do hipotalamo. O controle hipotalamico dos
nucleos parassimpaticos se da principalmente a partir do nucleo paraventricular,
cujos neurdnios projetam-se lateralmente pelo feixe prosencefalico medial e pelo
tegmento dorsolateral no mesencéfalo, na ponte e no bulbo. Além disso, outros
centros hipotalamicos também contribuem para o controle visceromotor, como a
zona hipotaldmica lateral, o nucleo hipotalamico dorsomedial e o hipotalamo
posterior. Além do hipotalamo, nucleos do proprio tronco cerebral participam da
regulacdo do sistema nervoso autbnomo, como a formacgao reticular bulbopontina,
0s nucleos da rafe e neurdnios da regido ventrolateral do bulbo.

Cada nucleo do tronco cerebral que contém neurbnios pré-ganglionares
parassimpaticos inerva estruturas viscerais cranianas ou téraco-abdominais
especificas. O nucleo de Edinger-Westphal, que faz parte do complexo de nucleos
do nervo motor ocular comum, localizado no mesencéfalo, da origem a fibras que
trafegam por este nervo e fazem sinapse com neurdnios pds-ganglionares no
ganglio ciliar. Estes inervam o musculo ciliar e 0 musculo constritor da iris.

As fibras dos neurbénios do nucleo salivatério superior, localizado na porcdo mais

caudal da ponte, fazem parte do nervo facial e passam pelo ganglio geniculado sem

20



fazer sinapse. Estas fibras encontram os neurbnios pds-ganglionares em dois
ganglios localizados no esplancnocranio: a porgdo que trafega pelo nervo
intermediario (nervo de Wrisberg) faz sinapse no ganglio pterigopalatino, cujos
neurdnios pos-ganglionares inervam as glandulas lacrimais e as da mucosa nasal,
além da vasculatura intracraniana; as demais vao fazer sinapse no ganglio
submandibular, onde se originam as fibras que inervam as glandulas salivares
submandibulares e sublinguais. O nucleo salivatério inferior localiza-se préximo ao
nucleo salivatério superior, porém apés a transicdo pontobulbar, e contém
neurénios pré-ganglionares cujas fibras cursam pelo nervo glossofaringeo (nono
nervo craniano) e fazem sinapse com neurdnios do ganglio 6tico, que controlam a
producao de saliva pela glandula parétida. O nucleo do nervo vago (décimo nervo
craniano) também se encontra na coluna motora visceral geral, em posi¢ao caudal
ao nucleo salivatorio inferior. Suas fibras pré-ganglionares dirigem-se a ganglios
localizados nas visceras do térax e do abdémen, chamados de génglios terminais,

onde fazem sinapse.

1.2 O géanglio pterigopalatino

O ganglio pterigopalatino, também chamado ganglio de Meckel, mede 3 a 4
milimetros de didmetro e é ligado ao sistema trigeminal e ao nervo facial. Encontra-
se na fossa pterigomaxilar, a frente do orificio anterior do canal vidiano, sendo
ligado ao nervo maxilar superior por duas raizes que emergem deste logo apds sua
entrada na fossa pterigomaxilar (ver Figura 1, pag. 23). As fibras pré-ganglionares
parassimpaticas oriundas do nucleo salivatério superior trafegam pelo nervo facial
sem fazer sinapse no ganglio geniculado e abandonam este pelo nervo petroso
superficial maior, dirigindo-se ao ganglio pterigopalatino (52) através do nervo
vidiano, formado pela unido do nervo petroso superficial maior com o nervo petroso

profundo (ramo do nervo carotideo interno). Do ganglio pterigopalatino partem
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fibras que inervam as glandulas lacrimais, as glandulas da mucosa nasal e a
vasculatura intracraniana, conforme citado acima. Também foi demonstrada, no
macaco, a presencga de fibras pds-ganglionares parassimpaticas que se originam no
ganglio pterigopalatino e inervam as artérias cordides (53). Na mucosa nasal do
gato, a quantidade de peptideo intestinal vasoativo e de colinoacetiltransferase, um
marcador especifico dos neurdnios colinérgicos, diminuiu em 70% a 80% apds a
ressecc¢ao do ganglio pterigopalatino, mantendo-se inalterada apds a simpatectomia
combinada com denervacao trigeminal (54). Além disto, a analise imunoistoquimica
quantitativa mostrou que praticamente todos os neurbnios do ganglio
pterigopalatino do gato s&o reativos ao VIP e que, portanto, ha coexisténcia deste
com a acetilcolina em parte dos seus neurdnios. Conforme um estudo realizado
com tragador axonal retrégrado e denervacao seletiva, as fibras VIP-érgicas que
inervam a artéria cerebral média do rato originam-se dos ganglios pterigopalatino e
otico e dos miniganglios da artéria carétida interna (55). Nesta mesma publicagao
sdo relatados o desaparecimento das fibras VIP-érgicas da porgao anterior do
poligono de Willis e a diminuicdo acentuada das mesmas na artéria cerebral média,
na artéria cerebral posterior e na porcéo rostral da artéria basilar apos a ressecg¢ao
bilateral do ganglio pterigopalatino. O papel das fibras parassimpaticas pos-
ganglionares que se originam no ganglio pterigopalatino e dirigem-se a vasculatura
cerebral foi melhor entendido a partir de um experimento onde se observou o
aumento significativo do fluxo sangliineo cerebral (FSC) do rato, medido por
espectrometria de massa, apdés a estimulagdo elétrica do ganglio pterigopalatino

(56).
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Figura 1 - Vista lateral semi-esquematica do ganglio
pterigopalatino humano com suas diferentes raizes. Extraido da

referéncia (48).

1 - nervo facial; 2 - ganglio geniculado; 3 - ganglio de Gasser; 4 - n.
oftalmico; 5 - n. maxilar superior; 6 - n. maxilar inferior; 7 - n.
glossofaringeo; 8 - n. carotideo interno; 9 - ganglio pterigopalatino; 10 - n.
petroso superficial maior; 11 - n. petroso profundo; 12 - filete cranial do n.
vidiano; 13 - filete carotideo do n. vidiano; 14 - n. vidiano; 15 - ganglio
simpatico cervical superior; 16 - carotida interna; 17 - plexo carotideo; 18 -
rochedo temporal, cortado paralelamente a por¢cdo descendente do
aqueduto de Falopio.

1.3 Os miniganglios cavernosos e carotideos

Em um estudo anatdmico em humanos, neurbnios similares aqueles encontrados

nos ganglios autondmicos foram encontrados do seio cavernoso, agrupados em

pequenos ganglios ou situados ao longo de fibras nervosas nas proximidades da

artéria carotida interna e do nervo abducente (57). Um estudo anatdbmico em

macacos mostrou que fibras da primeira divisdo do nervo trigémeo projetam-se

para a artéria cerebral média a partir do seio cavernoso, juntamente com fibras

autondmicas. Neurénios da segunda divisdo do nervo trigémeo dirigem-se ao “plexo

cavernoso”, como chamado pelos autores, através de ramos do nervo orbito-ciliar

que penetram no cranio a partir da fossa pterigopalatina. Todos os ramos do “plexo
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cavernoso”, neste estudo, continham tanto fibras sensitivas trigeminais quanto
fibras autonémicas (58). Através de outro estudo realizado em macacos, onde
foram utilizadas técnicas de imunoistoquimica e de tracador axonal retrégado, foi
demonstrada a conexdo de fibras parassimpaticas provenientes do ganglio
pterigopalatino e positivas para VIP e colinoacetiltranferase com o ganglio da
cardtida interna, apds transitarem pela regido do seio cavernoso. Fibras
parassimpaticas — junto com fibras sensitivas trigeminais — atingem também a
artéria basilar e o tentério, acompanhando superficialmente os nervos abducente e
troclear, rumo a sua origem (59). A anatomia da regiao do seio cavernoso nos seres
humanos foi descrita de forma detalhada por Suzuki e Hardebo (60) (ver Figura 2,
pag. 26), que estudaram-na com o auxilio de técnicas de imunoistoquimica para
colinoacetiltransferase, VIP, CGRP e substancia P. Foram preparadas pecas
contendo: a) um segmento da artéria carétida interna, o nervo da carétida interna, o
nervo petroso profundo, a porgao intracraniana do nervo petroso superficial maior e
a porgcao proximal do nervo vidiano; b) a por¢cao cavernosa da artéria carotida
interna e os nervos troclear, abducente e oftalmico; c¢) dura-mater frontobasal.
Foram detectadas fibras parassimpaticas e nociceptivas junto a artéria carétida
interna intracraniana, provavelmente direcionadas as suas ramificagcbes
intracranianas e também a musculatura lisa da sua vasa vasorum e da sua proépria
parede. Dois agregados de células ganglionares foram encontrados préximos um
ao outro na juncdo do nervo petroso superficial maior com o nervo petroso
profundo. Estes agrupamentos foram denominados ganglios da carétida interna, e
estdo posicionados na superficie ventrolateral desta artéria, em situagao extradural,
logo apds sua entrada no cranio através do foramen rasgado. Ao estudar a regido
do seio cavernoso, os autores nao s6 confirmaram a existéncia do ganglio
cavernoso no ser humano (ver acima), como também constataram sua natureza

parassimpatica, através do estudo imunoistoquimico que mostrou a presenca
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macica de VIP e colinoacetiltransferase nas suas células. Este ganglio € formado
por agregados confluentes de células nervosas localizados entre a artéria carétida
interna e o nervo abducente, na porcgéao rostral do seio cavernoso, e parece receber
fibras pré-ganglionares provenientes do ganglio pterigopalatino, através dos ramos
orbitais. E importante ressaltar que a ligacdo entre o ganglio pterigopalatino e os
vasos piais ocorre de outra maneira no rato, pois as fibras atingem a porc¢ao rostral
do poligono de Willis através do foramen etmoidal e da dura-mater frontobasal (55,
60). Os autores enumeram as estruturas possivelmente inervadas pelas fibras
parassimpaticas pés-ganglionares oriundas do ganglio cavernoso: a artéria carétida
interna e as suas ramificagcbes intracranianas mais proximais, a artéria basilar e
seus ramos (através da ligacado a superficie do nervo abducente), as estruturas da
Orbita e a dura-mater circunjacente, bem como a capsula da hipdfise e outras

estruturas proximas.
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Figura 2 - llustragdo esquematica da superficie interna da
fossa craniana média (A) e visao lateral do canal carotideo e
estruturas circunjacentes, do lado direito (B), ap6s remocao da
dura-mater e do ganglio trigeminal (seres humanos). Extraido

da referéncia (59).

1 - génglio carotideo interno; 2 - n. petroso superficial maior; 3 - n.
petroso profundo; 4 - n. carotideo interno com plexo; 5 - n. vidiano; 6
- ganglio geniculado; 7 - a. cardtida interna; 8 - foramen rasgado; 9 -
canal carotideo; 10 - n. facial; 11 - foramen redondo; 12 - foramen
oval; 13 - foramen espinhoso; 14 - meato auditivo interno; 15 - canal
pterigdide; 16 - cavidade timpanica.
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1.4  Ainervagao parassimpatica colinérgica da vasculatura cerebral

Em 1975, através de técnicas histologicas convencionais, foi constatada a
existéncia de densos plexos adrenérgicos e colinérgicos inervando as grandes
artérias do sistema carotideo e basilar, nos seres humanos e em varios outras
espécies de mamiferos (61). No mesmo ano, foi caracterizada a presenca de
inervacao vasodilatadora nas artérias cerebrais do gato, e sua origem nos ganglios
cervicais superiores foi descartada (62). No ano seguinte, através de método
histoquimico (a partir da atividade da acetilcolinesterase), neurdnios colinérgicos
foram detectados nas artérias da base do cérebro humano (63). A acetilcolina
provoca a dilatagdo de segmentos da artéria cerebral média do gato em baixas
concentragdes, mas em concentragdes altas provoca a contracdo da mesma.
Ambos os efeitos sao inibidos pelo bloqueio muscarinico com atropina (64). A
influéncia colinérgica sobre o fluxo sanguineo cerebral foi testada em um
experimento com coelhos no qual este foi medido, no nucleo caudado, por
termodiluicdo (65). A injecdo intracarotidea do carbacol, droga colinomimética,
provocou o aumento do fluxo sangliineo no nucleo caudado, efeito este inibido em
70% a 90% pelo bloqueio muscarinico com atropina. Além disso, o carbacol inibiu a
reducao do fluxo sangliineo no nucleo caudado induzida pela estimulagao elétrica
do géanglio cervical superior, porém este efeito ndo foi afetado pelo bloqueio
ganglionar por hexametdnio ou pela atropina. A existéncia de um mecanismo
colinérgico ndo-muscarinico de inibicdo simpatica foi proposta, em adigdo ao efeito
muscarinico direto sobre as células da parede do vaso. O efeito vasodilatador do
carbacol em varias outras regides do cérebro do coelho, bem como a inibicao deste
efeito pela atropina, foi comprovado em outro estudo feito pelo mesmo grupo (66).

Dois estudos realizados no gato anestesiado buscaram demonstrar a ocorréncia de

alteragbes no fluxo sangilineo cerebral provocadas pela estimulagdo elétrica
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ortodrémica do nervo facial previamente isolado do tronco cerebral (67, 68). No
primeiro deles (67), o fluxo sangiineo cerebral regional e a utilizagdo de glicose
foram determinadas através do uso de radiotracador e do método da 2-
deoxiglicose. Foi demonstrado um aumento generalizado do fluxo sanglineo no
cortex e na substancia branca, independente da atividade metabdlica cerebral, ja
que nao houve, concomitantemente, qualquer alteracdo na taxa de utilizagdo da
glicose. No segundo estudo (68), a técnica da fluxometria por laser Doppler foi
utilizada para monitorar continuamente o fluxo sangulineo cerebral durante a
estimulagao elétrica ortodrobmica do nervo facial, enquanto que a analise
quantitativa foi realizada mais uma vez através do uso de radiotracador. Houve
aumento significativo do fluxo no cértex parietal, novamente ndo provocado por
aumento do metabolismo, conforme demonstrado pelo aumento do conteudo de
oxigénio venoso. A mediacdo da resposta dilatadora por um ou mais ganglios
autonémicos ficou evidente devido ao fato de que esta foi anulada por intermédio
bloqueio ganglionar pelo hexametbnio, fato ndo observado apds o bloqueio
muscarinico pela atropina.

A origem das fibras parassimpaticas que inervam a artéria cerebral média do gato
foi demonstrada em estudo que empregou uma técnica de imunoistoquimica
associada a tragadores axonais. Os tragadores aplicados a artéria cerebral média
foram detectados no ganglio pterigopalatino e no ganglio ético (69), comprovando a
observacao de que a estimulacdo elétrica do nervo facial, glossofaringeo ou vago
provocava a dilatacao das artérias piais [Chorobski e Penfield, apud Walters (69)].
Em 1984, foi demonstrada a capacidade do peptideo intestinal vasoativo de
promover o relaxamento in vitro das artérias cerebrais do gato e a presenga de uma
substancia VIP-simile em vesiculas pré-juncionais de neurbnios perivasculares nao
pertencentes ao sistema simpatico (70). A quantidade de fibras contendo

acetilcolinesterase e/fou VIP inervando a circulagdo cerebral rostral do rato foi
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reduzida em aproximadamente 30% apés a resseccdo do ganglio pterigopalatino,
tanto nas grandes artérias da base do cérebro como nos pequenos vasos piais da
convexidade (71), em contraste com o estudo descrito acima, envolvendo a mucosa
nasal do gato, onde a reducdo foi de 70% a 80% (ver item 1.2). A inervacao
colinérgica da vasculatura pial foi demonstrada no rato através do uso de anticorpos
contra a colinoacetiltransferase, sendo que as fibras contendo este marcador
também foram positivas para o peptideo intestinal vasoativo. O uso de tracador
axonal retrogado aplicado na parede da artéria cerebral média indicou que estas
fibras originam-se nos ganglios pterigopalatino, 6tico e carotideo interno (72). O
mesmo grupo demonstrou a coexisténcia do neuropeptideo Y (NPY), um
neuropeptideo caracteristico do sistema simpatico, com a colinoacetiltranferase e o
VIP, em algumas fibras que inervam a artéria cerebral média do rato e que sao
originarias dos trés ganglios acima (73). Esta coexisténcia deve ser interpretada, no
entanto, sob a luz do conhecimento acerca da plasticidade da expressao fenotipica

dos neurdnios autondmicos (74, 75).

15 A transmissdo colinérgica e os mecanismos centrais de controle do

tdbnus vascular cerebral

A mediagdo colinérgica da vasodilatagdo cortical induzida pela estimulagdo do
nucleo cerebelar fastigial foi estudada no rato, com o emprego do bloqueio
atropinico local (76) ou sistémico (77). Arneric e colaboradores (76) comprovaram a
existéncia de um mecanismo vasodilatador central mediado por receptores
muscarinicos localizados na vasculatura do cértex cerebral. O fluxo sanglineo
cerebral foi medido através da detecgao do acumulo de radiotragador em diferentes
areas do cortex e do nucleo caudado. Foram comparados os valores dos animais-
controle (monitorizagdo da temperatura, pH, pO2 e pCO2 corticais e aplicagéo de

veiculo ou atropina no coértex) com os valores dos ratos que tiveram o nucleo
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cerebelar fastigial estimulado estereotaxicamente. A estimulagdo do nucleo fastigial
provocou um aumento significativo do FSC cortical, inibido pelo bloqueio
muscarinico com atropina aplicada localmente. Esta, no entanto, ndo afetou o FSC
cortical de repouso dos animais-controle, como também nao inibiu o aumento do
FSC induzido pela hipercarbia. ladecola e colaboradores (77) demonstraram o
bloqueio da resposta vasodilatadora cerebral cortical provocada pela estimulagao
do nucleo fastigial através da administragcao sistémica de atropina, em um modelo
semelhante ao descrito acima. Os autores concluiram que o efeito vasodilatador
cortical da estimulagao do nucleo fastigial € mediado por receptores muscarinicos e
aventaram a hipdétese de que a vasculatura seria inervada através de vias
puramente intracerebrais. Esta hipotese foi posteriormente refutada através de um
estudo imunoistoquimico de fluorescéncia indireta dupla no qual foi demonstrada a
auséncia de fibras diretamente provenientes do sistema nervoso central inervando
0s vasos piais e a dura-mater do rato (78). Neste estudo foram utilizados anticorpos
contra a periferina, uma proteina filamentar intermediaria expressa em todos os
neurénios cujos axénios estdo localizados fora do sistema nervoso central. Os
autores concluiram que, ao contrario dos neurénios e dos axbénios presentes no
cortex cerebral, que se mostraram positivos somente para um marcador para
células nervosas maduras (a proteina filamentar de baixa massa molecular, NF-L),
todas as fibras que inervam a dura-mater e os vasos piais pertencem ao sistema
nervoso periférico, pois apresentaram positividade tanto para a NF-L como para a
periferina. A inervagdo do cérebro e da dura-mater necessariamente pertenceria,
portanto, a um dos trés tipos de inervacdo periférica que se projetam para as

estruturas intracranianas: as fibras simpaticas, as parassimpaticas e as sensitivas.
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1.6 A inervagao parassimpatica colinérgica dos vasos da dura-mater

A natureza das fibras nervosas presentes na dura-mater da cobaia foi investigada
em um estudo imunoistoquimico e de histofluorescéncia que visou demonstrar a
presenca de acetilcolinesterase, noradrenalina, VIP e substancia P (79). As fibras
contendo acetilcolinesterase e aquelas contendo noradrenalina foram encontradas
em grande quantidade, ao passo que ambos os tipos de fibras peptidérgicas foram
encontradas em menor numero. Por outro lado, ndo foram realizados estudos de
coexisténcia entre diferentes neurotransmissores em uma mesma célula. Foram
detectados plexos nervosos acompanhando todos os componentes da vasculatura
dural (artérias, veias e capilares) e apenas uma minoria das fibras nao se
encontrava proxima a algum vaso. Esta relagédo intima com a vasculatura sugeriu
aos autores que estas fibras tivessem uma funcido basicamente vasomotora, com
algumas fibras tendo papel primariamente sensitivo, especialmente as fibras P-
érgicas. Um estudo realizado no rato buscou descrever a origem da inervacao da
artéria meningea meédia através da aplicagao do tragador retrégado True blue (TB)
e da posterior reagcdo imunoistoquimica visando a detecgdo de alguns
neuropeptideos (NPY, VIP, CGRP e substancia P) nas células marcadas pelo TB
(80). O tragador marcou células no ganglio cervical superior, no ganglio ético, no
ganglio pterigopalatino, no ganglio trigeminal e no ganglio dorsal da segunda raiz
nervosa cervical (C2). Como citado, a presenca de marcadores da acetilcolina ndo
foi investigada, mas a maioria das células marcadas pelo True blue no ganglio
pterigopalatino e no ganglio 6tico mostraram-se positivas para o peptideo intestinal
vasoativo (VIP), o que demonstra a natureza parassimpatica das fibras poés-
ganglionares originarias destes ganglios e que se dirigem a vasculatura dural.
Como esperado, a maior parte dos neurdnios marcados no ganglio trigeminal e no
ganglio dorsal de C2 foram reativos para CGRP e alguns o foram a substancia P.

As células do ganglio cervical superior, por sua vez, mostraram-se, na sua maioria,

31



positivas para o neuropeptideo Y. Com excecado dos achados relativos ao ganglio
dorsal de C2, os resultados s&o notavelmente similares aqueles obtidos pelos
mesmos autores ao estudarem a inervagao da artéria temporal superficial através
desta metodologia (81). Outras evidéncias em favor da existéncia de inervacgéo
colinérgica dural proveniente do ganglio pterigopalatino foram obtidas em estudo
realizado no rato, no qual a dura-mater foi dissecada e analisada apds a
estimulacgao elétrica do ganglio pterigopalatino ou apds a estimulagao farmacolégica
pelo carbacol intracarotideo (82). O extravasamento de proteina plasmatica
marcada foi analisado através de microscopia por fluorescéncia e de fluorometria
quantitativa da dura-mater, tendo sido demonstrado um incremento significativo do
extravasamento de proteina plasmatica — marcador de inflamagédo neurogénica —
principalmente na proximidade dos vasos durais. Esta resposta foi praticamente
restrita a dura-mater ipsilateral a estimulagao elétrica e foi inexistente em ratos pré-
tratados com atropina. Nos ratos estimulados com carbacol, foi observada uma
resposta semelhante, inclusive no que tange ao efeito do bloqueio muscarinico com
atropina. A resposta ao carbacol intracarotideo, ao contrario do que foi observado
na estimulagao elétrica do ganglio pterigopalatino, foi bilateral.

A inervacao da artéria meningea média humana foi estudada detalhadamente por
Edvinsson e colaboradores com a utilizacao de técnicas de imunoistoquimica, de
microscopia eletrbnica e de reatividade vasomotora (83). No estudo
imunoistoquimico (ver a seguir) e histoquimico (atividade da acetilcolinesterase)
foram utilizadas as artérias meningeas médias de seis pacientes neurocirurgicos.
O marcador inespecifico para células neuronais PGP 9.5 revelou uma inervagao
densa na adventicia € na zona limitrofe entre esta e a camada média da parede
arterial. A atividade da acetilcolinesterase e a imunorreatividade para o VIP e para o
peptideo histidina-metionina (PHM) foi notada em fibras esparsas, em contraste

com a macicga presencga de fibras reativas aos anticorpos para a tirosina-hidroxilase
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e para o neuropeptideo Y, demonstrando o predominio da inervacdo simpatica.
Uma quantidade intermediaria de fibras mostrou-se reativa aos anticorpos para o
CGPR, a substancia P e ao neuropeptideo K. Segmentos anulares das artérias
estudadas foram suspensos por ganchos ligados a um dinamémetro e submetidos
a banhos com diferentes substancias para avaliagdo da sua resposta contratil. O
neuropeptideo Y e a noradrenalina causaram uma contragdo dos segmentos de
artéria meningea média, enquanto que o0s transmissores parassimpaticos
acetilcolina, VIP e PHM e os transmissores sensitivos CGRP e substancia P
provocaram o0 seu relaxamento. O relaxamento induzido pela acetilcolina foi
significativamente reduzido nas artérias cujo endotélio havia sido removido. Este
fenbmeno foi observado também no caso do relaxamento provocado pela
substancia P, mas nao naquele provocado pelos peptideos VIP, PHM e CGRP ou
na contragdo associada a noradrenalina ou ao NPY. O bloqueio muscarinico com
atropina provocou um deslocamento significativo da curva concentragao-resposta

da acetilcolina em dire¢do a maiores concentragdes desta.

2 O SISTEMA NERVOSO AUTONOMICO NAS CEFALEIAS PRIMARIAS

2.1 As alteracdes autondmicas cranianas

A ativacdo parassimpatica craniana é nitida durante as crises de algumas das
cefaléias primarias, conforme descrito no capitulo introdutério. Além disso, a
existéncia, no periodo intercritico, de uma deficiéncia simpatica restrita a inervagao
ocular em uma parte dos pacientes com cefaléia em salvas foi constatada de forma
consistente por estudos de avaliagao da fungao pupilar (84-86). No entanto, tanto o
déficit simpatico observado durante as crises de cefaléia em salvas quanto o déficit

simpatico residual presente no periodo intercritico (87) sado considerados como
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tendo natureza pds-ganglionar e sao atribuidos a compressao das fibras simpaticas
que envolvem a artéria carétida interna no seu trajeto através do canal carotideo.
Esta compressao seria causada pela vasodilatacdo carotidea induzida, durante as
crises, pela ativagdo parassimpatica craniana (86, 88). Cabe a lembranga de que
estudos farmacoldgicos detalhados da funcéo pupilar em pacientes com cefaléia
em salvas ndao demonstraram um padrao tipico de lesdo simpatica de primeiro,
segundo ou terceiro neurdnios, levando os autores a considerar a disfungéo

simpatica como um quadro “Horner-simile” (89, 90).

2.2 O equilibrio autonémico nos individuos portadores de migranea e de

cefaléia em salvas

O equilibrio autonémico sistémico dos individuos portadores de migranea ou de
cefaléia em salvas durante o periodo intercritico foi objeto de varios estudos,
realizados com metodologia variada e produziram resultados conflitantes, sem que
um padrao de disfungcado autondmica sistémica caracteristico destas doencgas tenha
sido identificado (91). Estes estudos basearam-se na testagem de reflexos
cardiovasculares ou na analise dos resultados da monitorizagédo do ritmo cardiaco e
da pressdo arterial por periodos prolongados, empregando técnicas de analise

espectral.

2.2.1 Testagem de reflexos cardiovasculares

Em um estudo transversal aberto controlado, 188 pacientes com migranea e oitenta
e cinco individuos-controle foram investigados através de testes da funcédo
autonOmica cardiovascular (respiragdo profunda, manobra de Valsalva, teste da
inclinagdo, preensao manual sustentada) (92). Os pardmetros dos quatro testes
mostraram-se reduzidos nos pacientes com migranea, sugerindo hipoatividade
simpatica e parassimpatica, mais intensa nos pacientes com crises freqlentes. Em

outro estudo transversal, envolvendo pacientes com migrénea, pacientes com
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cefaléia em salvas e controles, foi realizada a avaliagao de cinco diferentes reflexos
autonOmicos cardiovasculares (93). Os pacientes com migranea apresentaram
resultados alterados em duas provas de fungao simpatica (teste da hipotensao
postural e teste da resposta pressorica a preensdo manual sustentada) e em uma
prova de funcio parassimpatica (teste da respiracéo profunda). Nos pacientes com
cefaléia em salvas, foi detectada uma diminuicdo da resposta cronotrdpica no teste
da respiracdo profunda. Os autores propuseram a existéncia de uma disfuncao
intercritica simpatica na migranea e parassimpatica na cefaléia em salvas. No
entanto, a definicdo arbitraria dos valores considerados normais e a escolha dos
controles entre o staff hospitalar tornam dificil a generalizagao dos resultados. Em
outro estudo, a resposta pupilar ao estimulo doloroso do nervo sural mostrou-se
reduzida de forma unilateral em pacientes com cefaléia em salvas episddica
(durante o periodo ativo, porém fora de crise) e de forma bilateral em pacientes com
cefaléia em salvas crénica (94). Metodologia e resultados semelhantes haviam sido
previamente descritos pelo mesmo grupo, no relato de um estudo que envolveu
pacientes portadores de migranea (95). Os autores concluiram haver evidéncias da
existéncia de um desequilibrio neurovegetativo central nestas doengas, consistindo
em hiperatividade simpatica ou hipoatividade parassimpatica. Treze pacientes do
sexo feminino portadoras de migranea sem aura e dezoito controles do mesmo
sexo e idade foram submetidas a varios testes autonémicos, fisiolégicos e
farmacoldgicos: teste da inclinacdo, manobra de Valsalva, respiragdo profunda,
preensao manual sustentada, resfriamento da face, infusdo de noradrenalina e
infusdo de clonidina (96). As pacientes portadoras de migranea sem aura
apresentaram valores diferentes do grupo controle apenas em relacao a frequéncia
cardiaca basal, a alteracdo da pressdo arterial diastdlica durante o teste do
resfriamento da face e a alteracio da pressao sistélica durante o teste da preensao

manual sustentada. Os autores concluiram que, apesar de haver uma leve
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hiperatividade simpatica basal nos pacientes com migrdnea sem aura, seu ténus
simpatico e parassimpatico centrais e o seu controle autondmico cardiovascular sao
normais. Em um estudo envolvendo 38 criangas com diagndstico de sindrome
periddica da infancia, considerada uma precursora da migranea, os resultados de
testes da funcdo cardiovascular autonémica (respiragdo profunda, manobra de
Valsalva, ortostatismo e preensdo manual sustentada) foram comparados com
valores-padrao (97). Apenas um dentre onze parametros esteve alterado no grupo
estudado (alteracdo na oscilagcdo da freqliéncia cardiaca no ortostatismo), sendo
considerado um achado de importancia secundaria. A investigacao de cinqlienta e
seis pacientes com migranea e de trinta e um individuos-controle, com relagéo a
analise espectral do intervalo R-R e da pressdo diastdlica durante o teste do
ortostatismo, além da testagem convencional de reflexos cardiovasculares (teste da
inclinagdo, manobra de Valsalva, respiragdo profunda e ortostatismo) nao

evidenciou diferencas entre os dois grupos (98).

2.2.2 Monitorizacdo prolongada do ritmo cardiaco e da pressao arterial

A monitorizacdo eletrocardiografica de vinte e sete portadores de migranea e de
vinte e quatro voluntarios saudaveis durante quarenta e oito horas, seguida pela
analise espectral das flutuagdes do ritmo cardiaco demonstrou a existéncia de
hipofungdo parassimpatica no grupo de pacientes com migranea em relagdo ao

grupo controle (99).
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3 OS MODELOS ANIMAIS NO ESTUDO DAS ALTERACOES

VASCULARES DA DURA-MATER

3.1 Microscopia in vivo

Esta foi a técnica empregada no experimento que sera exposto na forma de artigo
cientifico, mais adiante, tendo sido este realizado de acordo com as rotinas
descritas por Williamson (100). O procedimento de terminacdo da anestesia
obedeceu as recomendacdes da literatura especifica (101) (ver Anexo |). Desde a
sua divulgagao, em 1997, esta metodologia tem sido util para a compreensao da
farmacologia da vasodilatagdo dural e das medicactes utilizadas no tratamento da
migrénea e da cefaléia em salvas (102). Consiste no monitoramento in vivo do
diametro de um ramo da artéria meningea media do rato anestesiado, através do
osso parietal adelgagado mas nao perfurado (“janela craniana”), com o uso de um
microscopio intravital (ver Figura 3, pag. 38), permitindo o estudo do efeito de
diferentes farmacos administrados sistemicamente (103). A aplicacdo de estimulos
elétricos de curta duragdo e baixa intensidade através de um eletrodo bipolar
aposto a superficie da “janela craniana”, préximo ao vaso de interesse, resultou em
um modelo experimental de vasodilatagdo neurogénica (ver Figura 4, pag. 38) que
apresenta algumas vantagens tedricas em relagao a outros modelos animais de

migranea (104-106).
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Figura 3 - Artéria da dura-mater do rato anestesiado antes (a) e depois (b) da administragdo
intravenosa de substancia P, visualizada através da microscopia in-vivo da janela craniana

fechada. Extraido da referéncia (103).

Figura 4 - Artéria da dura-mater do rato anestesiado antes (E) e depois (D) da aplicagao de
estimulo elétrico de curta duragdo e baixa intensidade, visualizada através da microscopia

in-vivo a janela craniana fechada. Extraido da referéncia (104).

3.2 Fluxometria por laser Doppler

O conceito de vasodilatagdo neurogénica foi aplicado em um estudo onde o
estimulo elétrico vasodilatador foi aplicado diretamente sobre a dura-mater, junto

aos ramos da artéria meningea media, apos a realizagdo de craniotomia parietal
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(107). A vasodilatacédo dural, no entanto, foi inferida a partir do aumento do fluxo
sanguineo detectado por um sensor de laser Doppler justaposto a um vaso. A
producdo de dor pela distensdo da parede dos vasos durais e o carater pulsatil
freqUente da dor na migranea sugerem que esta distensao esteja envolvida na crise
migranosa (12). Nesse contexto, o registro do fluxo sanguineo oferece uma medida
indireta do fendmeno da vasodilatacdo dural, podendo ser influenciado por fatores
como velocidade e concentracao celulares, pressao de perfusao e fluxo dos vasos
piais e cerebrais (103, 105). A abertura da caixa craniana, por sua vez, propicia a
ocorréncia de edema cerebral e alteracdo na pressao intracraniana. Apesar de
resultados semelhantes terem sido obtidos com os dois métodos (108, 109), o
meétodo da microscopia in vivo apresenta as vantagens de avaliar de modo direto a
vasodilatagdo dural e de preservar o ambiente intracraniano e a reatividade

vascular.

3.3 Inflamacgéo dural neurogénica

O modelo da inflamag&o neurogénica mede a presenga de albumina iodinada ou de
corante na dura-mater e nos labios, no rato ou na cobaia, apdés a estimulagao
elétrica ou quimica do ganglio trigeminal. Esta estimulacdo provoca o
extravasamento de plasma na dura-mater, possivelmente pela liberagcao
antidrbmica de neuropeptideos causada pela despolarizacao de fibras C trigeminais
(110). Em virtude da eficacia dos ergoticos, neste modelo, em bloquear a
inflamacao neurogénica (111), esta foi proposta como um componente importante
do mecanismo fisiopatolégico da migrénea e da cefaléia em salvas (112). No
entanto, o uso deste modelo na investigagdo farmacoldgica da migranea, bem
como o papel atribuido a inflamacado neurogénica na fisiopatologia desta, sofreu
criticas importantes apés a demonstracido da ineficacia clinica de inibidores

potentes da inflamagao neurogénica no tratamento da migranea (102).
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OBJETIVOS

Os objetivos deste experimento so:

a) testar, utilizando um método de visao direta e registro quantitativo, a hipétese de

que a acetilcolina provoca a dilatacdo dos vasos da dura-mater no rato anestesiado;

b) em sendo confirmada a hipétese acima, definir o tipo de receptor colinérgico

responsavel por este efeito;

c¢) através do uso da estimulagao elétrica da superficie craniana do rato e da técnica
de registro do didmetro vascular dural citada acima, reproduzir um modelo
experimental de vasodilatagdo neurogénica e testar a hipotese de que esta seja

mediada, em parte, pela acetilcolina.
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Abstract

Introduction - Dural vessel dilation induced by activation of trigeminal sensory fibres may be
responsible for some component of the migraine attack. The presence in some patients with
migraine and cluster headache of clinical features, such as lacrimation, suggests cranial
parasympathetic activation and poses the question as to whether neurogenic meningeal
dilatation has a cholinergic component.

Methods - Rats were prepared in order to record on-line the diameter of a middle meningeal
artery branch through a closed cranial window using an intravital microscope coupled to a
video dimension analyser. Acetylcholine (ACh; 1ug, 1IV) was administered before and after
muscarinic blockade (n = 5) with scopolamine (2 mg/kg, 1V) or nicotinic blockade (n = 6) with
mecamylamine (4 mg/kg, IV). Further vasodilation was induced by electrical stimulation of
the cranial window surface before and after muscarinic blockade with IV scopolamine (n = 9).
Results - The mean dural vessel diameter percentage increase caused by acetylcholine
stimulation was significantly different before and after muscarinic blockade (P = 0.045), and
the post blockade values were not different than those obtained after vehicle infusion (P =
0.431). In contrast, nicotinic blockade did not change ACh effect (P = 0.688). In the second
experiment, where the effect of muscarinic blockade on the neurogenic dilation model was
assessed, no significant difference was demonstrated (P = 0.538).

Conclusions - Cholinergic dilation of the rat dural arteries is mediated by muscarinic
receptors, but this mechanism does not play a significant role in the rat dural vessel dilation

induced by closed cranial window electrical stimulation.

Key Words: intravital microscopy, migraine, cluster headache.
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1. Introduction

Migraine is a common neurological condition with a prevalence of 12% on Western
populations (2, 3) that causes substantial disability (4) for its most affected sufferers.
Cluster headache is less common but no less disabling (5). Both conditions are
considered to be primarily disorders of the brain with peripheral neurally driven,
neurovascular, changes (5, 6). A proportion of migraine sufferers present with
cranial parasympathetic autonomic activation that is most prominent on the so-

called Trigeminal Autonomic Syndromes (7).

Trigeminovascular activation, or at least the perception of trigeminovascular
activation, is likely to be a key component of the pathophysiology of both migraine
and cluster headache. Furthermore, many patients report cranial autonomic
activation clinically manifest symptoms, such as lacrimation, conjunctival injection,
or nasal stuffiness. Cholinergic influences on the trigeminovascular system have not
been widely studied. The key components of dural neurogenic inflammation are well
understood in terms of antidromic trigeminal activation (8). Parasympathetic
activation may play a role in the mechanisms of action of valproate in the
neurogenic inflammation model (9), and in the link between dural inflammation,
spreading depression and trigeminal activation (10). It is noteworthy that direct
stimulation of the major cranial parasympathetic outflow ganglion, the
sphenopalatine ganglion, can produce neurogenic dural plasma extravasation (11).
Moreover, stimulation of the major cranial parasympathetic nerve outflow, the Vlith
cranial nerve (facial nerve), is mediated by a nicotinic, hexamethonium-sensitive
synapse (12) in the sphenopalatine ganglion (13, 14), and produces increases in

cerebral blood flow without concomitant changes in cerebral metabolism (15).
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In this study we sought to examine dural neurogenic vasodilator mechanisms in
vivo. Williamson and colleagues (16) developed an intravital microscopy technique
that allows continuous observation of dural blood vessels so any changes in
meningeal vessel diameter during intravenous administration of drugs can be
observed. This technique also allows direct observation of changes in meningeal
vessel diameter during dural electrical depolarisation of trigeminal fibres known in
humans to be pain-producing (17), providing a means of studying trigeminovascular

dural pharmacology in vivo.

2. Materials and Methods

2.1 Surgical preparation

Male Sprague-Dawley rats (mean * standard deviation weight for the ACh-induced
vasodilation group: 369 *+ 21 g, and for the neurogenic vasodilation group: 331 £ 17
g) were anaesthetised throughout the experiments with sodium pentobarbitone (60
mg/kg i.p. and then 18 mg/kg/h - i.v. infusion) and ventilated through tracheal
cannula. The left femoral artery and vein were cannulated for blood pressure
recording and intravenous infusion of anaesthetic, respectively. Temperature was
maintained using a homeothermic system, consisting in a rectal probe and a thermic
blanket. The rats were placed in a stereotactic frame, the skull exposed and the right
parietal bone thinned by drilling with a saline-cooled drill until the blood vessels of
the dura mater were clearly visible through the thinned skull. All procedures were

performed according to the “Animals (Scientific Procedures) Act 1986”.
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2.2 Intravital microscopy

The cranial window was covered with mineral oil (37°C) and a branch of the middle
meningeal artery viewed using an intravital microscope (Microvision MV2100, UK)
and the image displayed on a television monitor. Dural blood vessel diameter was
continuously measured using a video dimension analyser (Living Systems
Instrumentation, USA) and displayed with blood pressure on a chart recorder and a

data analysis system (MI?>, Modular Instruments, UK).

2.3 Experimental protocols

2.3.1 Defining electrical stimulation parameters

In the preparations where electrical stimulation was used to provoke dilation of the
dural blood vessels a bipolar stimulating electrode (NE 200X, Clark Electromedical)
was placed on the surface of the cranial window approximately 200 um from the
vessel of interest. The surface of the cranial window was stimulated with pulses of 1
ms duration, at 5 Hz, for 10 s (Grass Stimulator S88, Grass Instrumentation) with
increasing voltage until maximal dilation was observed. Subsequent electrically
induced responses in the same animal were then evoked using that voltage (16). In
control experiments the reproducibility of the neurogenic vasodilator response to
four consecutive stimuli was tested in order to determine whether there was any

systematic effect over time that might confound the experimental results.

2.3.2 Pharmacological interventions
In the first experiment, acetylcholine (ACh; 1 ug — 10 ug, IV) was administered three
times at 5 min intervals in order to assess the consistency of the ACh-induced

vasodilation. ACh administration was then repeated twice after muscarinic blockade
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with scopolamine (1 mg/kg, IV) or nicotinic blockade with intravenous
mecamylamine (4 mg/kg) were done. In the second experiment, vasodilation was
induced by electric stimulation with a bipolar electrode placed on the surface of the
cranial window near the vessel (5 Hz, 1 ms, 10 s) before and after muscarinic
blockade with intravenous scopolamine. Nicotinic blockade was not used in this

second experiment because it did not alter the response to ACh in the first series.

2.4 Statistical analysis

The effect of ACh infusion and cranial surface electrical stimulation on dural vessel
diameter was calculated as the maximum percentage increase in relation to
baseline. Student’s t-test for paired samples was used to compare the means of the
values obtained before and after the cholinergic blockade and differences were
considered significant when P < 0.05. Summary data are presented as mean + SEM

unless indicated.

3. Results

Animals included in the final analysis had normal arterial blood pressure levels.
Saline vehicle had no significant effect on dural vessel diameter when tested in
animals subsequently receiving ACh in either the mecamylamine (3 = 1.5%, n = 6)

or scopolamine groups (2 £ 1.4%, n = 5).

Acetylcholine-induced dural vasodilation - nicotinic involvement
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The dural vessel control vasodilation induced by acetylcholine (ACh) was 60 + 13.6

% (n = 6). The response to ACh after nicotinic blockade with mecamylamine was 55

1 10.8 %. This was not statistically different from the control response (s = 0.43, P

0.688; Figure 1).

Acetylcholine-induced dural vasodilation - muscarinic involvement

Acetylcholine (ACh) induced a dural vessel control vasodilation of 98 + 31.0 % (n
5). The response to ACh after muscarinic blockade with scopolamine was 0 + 4.0 %.
There was a significant reduction in the ACh response after muscarinic blockade (t4

= 2.9, P = 0.045; Figure 1).

Neurogenic dural vasodilatation - muscarinic involvement

Electrical stimulation of the dura mater resulted in an 81 £ 10.0 % (n = 9) increase in
dural vessel diameter. The dural vasodilator response after scopolamine was 89 +
21.0 %, which was not different from the control response (t8 = -0.5, P = 0.538;

Figure 2).

4. Discussion

This study shows that whereas acetylcholine induces a potent dilator response in rat
dural circulation that is blocked by the muscarinic antagonist scopolamine, and not
by the nicotinic antagonist mecamylamine, neurogenic dural vasodilation does not

have a muscarinic cholinergic component.
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Primary headache syndromes share the same pain expression systems, involving
cranial vessels and their parasympathetic innervation (18). The relevance of cranial
vasodilation to the pathophysiology of primary headaches has been well
demonstrated by the effectiveness of the triptans (serotonin 5-HT1B/1D agonists) in
treating acute migraine (19) and cluster headaches (20). Vasodilation observed in
primary headache is elicited by antidromic transmitter release of calcitonine gene-
related peptide from trigeminal fibres and by augmented VIIth cranial nerve
parasympathetic outflow (21). Vasoactive intestinal peptide (VIP), one of the
transmitters present in cranial vasomotor parasympathetic fibres (22, 23), was found
to be increased in acute cluster headache (24, 25) and paroxysmal hemicrania (26).
This is not robustly observed in migraine (27), correlating with the lower incidence of
autonomic signs in migraine. On the other hand, the presence of unilateral
autonomic symptoms was associated to more severe and unilateral pain in a series
of 177 migraineurs (28), and to exacerbations, but not to baseline headache, in
hemicrania continua patients (29). The changes are consistent with a view of
trigeminal-autonomic reflex activation being determined by the severity of pain
integrated by the interaction between that reflex and the primary headache type,
where the latter is the most important determinant of the pattern of reflex activation

(30).

The capacity of lidocaine blockade of the pterygopalatine (sphenopalatine) ganglion
to abort acute attacks of migraine (31) and cluster headache (32-34) argues for its
involvement in both disorders. Markers for acetylcholine synthesis are found in the
sphenopalatine ganglion of many animal species (23, 35), while stimulation of the
sphenopalatine ganglion in rat (13, 36) and cat (14) increases cerebral blood flow.
Stimulation of the VIIth cranial nerve leads to local release of VIP (12), and

pterygopalatine ganglion stimulation to extracranial vasodilation that can be blocked
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by VIP antagonism (37). In keeping with the new data there is no significant effect of

cholinergic blockade on VIIth nerve-induced increases in cerebral blood flow (38).

Direct measurement of dural blood vessel diameter using the intravital method in the
anaesthetised rat through a closed cranial window has documented dural
vasodilation induced by calcitonine gene-related peptide (CGRP), substance P and
neurokinin A (16). The combination of short duration, low intensity electric
transcranial stimulation of the trigeminal afferents and this direct imaging technique
has resulted in considerable advances in characterising trigeminovascular neural
vasodilation (39, 40). The strengths of the method are in reproducibility and no
requirement to remove the bone affording protection of the local dural environment,
with its limitation being that of systemic administration of drugs. A complementary
approach has been that of Messlinger and colleagues in studying dural vessels with
laser Doppler (41), with the disadvantage of requiring the bone to be disrupted. The

results obtained with the two methods are generally similar (42, 43).

In summary, the study has shown that dural vessels in rats contain functional
cholinergic muscarinic receptors that mediate vasodilation associated with
administration of acetylcholine, but no population of nicotinic receptors. In contrast
neurogenic dural vasodilation is unaffected by cholinergic muscarinic blockade, and
this cholinergic mechanisms are unlikely to play a major role in the neurogenic
modulation of dural-vascular afferents. Understanding the contribution of the
trigeminal-cranial autonomic system in terms of its physiology and pharmacology is
essential to building a complete picture of the anatomy and physiology of primary

headaches.
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Figure 1: Maximal percentage increase in rat dural vessel diameter in
response to acetylcholine (ACh) infusion

ACh reproducibly dilates dural vessels in separate populations of animals.
There is no effect of the nicotinic blocker mecamylamine (A, n = 6), while
there is a profound inhibition of dural vasodilation with the muscarinic blocker

scopolamine (B, n = 5).
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Figure 2: Maximal percentage increase in rat dural vessel diameter in
response to closed cranial window electrical stimulation
Stimulation of the dura mater results in a potent, reproducible dilation of the

dural vessels, that is unaffected by muscarinic blockade by scopolamine (n =

9, P = 0.538).
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Resumo

Introducédo — A dilatagdo dos vasos da dura-mater induzida pela ativagao de fibras sensitivas
trigeminais pode ser responsavel por alguns componentes da crise migranosa. A presenca
de sinais clinicos como lacrimejamento, em alguns pacientes com migranea ou com cefaléia
em salvas, sugere a ativacdo parassimpatica craniana e, portanto, a possibilidade de que
exista um componente colinérgico na vasodilatagao dural neurogénica.

Métodos — Ratos foram preparados para o registro on-line do didmetro de um ramo da
artéria meningea média através de uma janela craniana fechada, com um microscépio
intravital acoplado a um video-analisador dimensional. Acetilcolina (1 png, 1V) foi
administrada antes e depois do bloqueio muscarinico (n = 5) com escopolamina (2 mg/kg,
IV) ou nicotinico (n = 6) com mecamilamina (4 mg/kg, V). Em um segundo experimento, a
vasodilatagdo nao foi induzida por farmaco, mas pela estimulagéo elétrica da superficie da
janela craniana (n = 9).

Resultados — Houve diferenga significativa entre o aumento percentual médio do didmetro
dos vasos durais provocado pela estimulagdo com acetilcolina antes e depois do bloqueio
muscarinico (P = 0,045), e os valores pds-bloqueio ndo foram diferentes daqueles obtidos
apos a infusdo de veiculo (P = 0,431). Por outro lado, o efeito da acetilcolina n&o foi
modificado pelo bloqueio nicotinico (P = 0,688). No segundo experimento, onde foi avaliado
o efeito do bloqueio muscarinico com escopolamina IV sobre a vasodilatagdo induzida pela
estimulacdo elétrica da janela craniana fechada, nao foi detectada diferenga (P = 0,538).
Conclusbes — A dilatagdo colinérgica das artérias da dura-mater do rato é mediada por
receptores muscarinicos, mas este mecanismo nao tem um papel significativo neste modelo

de vasodilatacdo neurogénica.

Palavras-chave: microscopia in vivo, enxaqueca, cefaléia em salvas.
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1.Introducéo

A migranea € uma condigdo neuroloégica que tem uma prevaléncia de 12 por cento
em populagbes ocidentais (2, 3) e que incapacita consideravelmente (4) os
individuos acometidos de forma mais intensa. A cefaléia em salvas € menos
comum, mas nao menos incapacitante (5). Ambas as condicbes sdo consideradas
como doengas primariamente cerebrais, com alteracdes periféricas
neurovasculares secundarias (5, 6). Uma parte dos pacientes com migranea
apresenta ativagao parassimpatica craniana, que, no entanto, € mais proeminente

nas chamadas sindromes trigémino-autonémicas (7).

A ativagao trigeminovascular, ou ao menos a percepg¢ao desta, é provavelmente um
componente-chave da fisiopatologia da migranea e da cefaléia em salvas. Além
disso, muitos pacientes apresentam sintomas clinicos de ativacdo autonémica
craniana como lacrimejamento, injecdo conjuntival ou congestdo nasal. As
influéncias colinérgicas sobre o sistema trigeminovascular nao tém sido estudadas
de forma abrangente. Os componentes fundamentais da inflamagao neurogénica
dos vasos durais sdo bem compreendidos no que concerne a ativagao trigeminal
antidrbmica (8). A ativacdo parassimpatica pode desempenhar um papel no
mecanismo de agédo do valproato no modelo da inflamagéao neurogénica (9) e na
ligacdo entre a inflamagcao estéril da dura-mater, a depressdo alastrante e a
ativacdo trigeminal (10). E digno de nota que a estimulagdo direta do principal
ganglio eferente parassimpatico, o ganglio pterigopalatino, pode causar
extravasamento plasmatico neurogénico na dura-mater (11). Além disso, a
estimulagdo do sétimo nervo craniano (nervo facial), a mais importante via

parassimpatica eferente craniana, é mediada por uma sinapse nicotinica
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hexameténio-sensivel (12) no ganglio pterigopalatino (13, 14) produz aumentos no
fluxo sangliineo cerebral independente de alteragdbes concomitantes no

metabolismo cerebral (15).

Neste estudo, nds procuramos examinar 0 mecanismo da vasodilatagdo dural in
vivo. Williamson e colaboradores (16) desenvolveram uma técnica de microscopia
in vivo que, através da observagdo continua dos vasos sanglineos, permite
observar e registrar qualquer alteracdo no didmetro das artérias meningeas durante
a administragao intravenosa de drogas. Esta técnica também permite a observacao
direta das alteragdes do didmetro dos vasos meningeos durante a despolarizagéo
elétrica dural de fibras trigeminais sabidamente capazes de provocar dor em
humanos (17), proporcionando meios de estudar a farmacologia do sistema

trigeminovascular da dura-mater in vivo.

2. Material e Métodos

2.1 Preparacéo cirurgica

Ratos machos Sprague-Dawley (média do peso + desvio padrdo para o grupo da
vasodilatagdo induzida pela ACh: 369 * 21g, e para o grupo da vasodilatacdo
neurogénica: 331 + 17 g) foram anestesiados durante os experimentos com
pentobarbital sédico (60 mg/kg intraperitoneal seguido por 18 mg/kg/h em infusao
intravenosa continua) e ventilados artificialmente através de uma canula traqueal. A
artéria femoral e a veia femoral esquerdas foram cateterizadas para permitir o
registro da pressdo arterial e a infusdo de anestésico, respectivamente. A
temperatura foi mantida constante através do uso de um sistema de homeotermia
formado por um termémetro retal e uma bancada com forro aquecido. Os ratos

foram colocados em uma armacéao estereotaxica, tiveram o cranio exposto e 0 0sso
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parietal direito desgastado com uma broca odontoldgica, resfriada por solugao
salina, até que os vasos da dura-mater ficassem claramente visiveis através do
cranio, cuja superficie ndao sofreu solugdo de continuidade (“janela craniana”).
Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com o Animals
(Scientific Procedures) Act 1986, legislagdo do Reino Unido referente ao emprego

de animais na pesquisa cientifica.

2.2 Microscopiain vivo

A “janela craniana” foi coberta com 6leo mineral (37°C), um ramo da artéria
meningea média foi localizado através de um microscopio intravital (Microvision
MV2100, RU) e a imagem exibida em um monitor de televisdo. O diametro foi
medido continuamente através de um video-analisador dimensional (Living Systems
Instrumentation, EUA) e registrado, juntamente com a pressado arterial sistémica,
em um registro grafico continuo e em um sistema de analise de dados (MI2,

Modular Instruments, RU).

2.3 Protocolos experimentais

2.3.1 Definicdo dos parametros de estimulacdo elétrica

Nas preparacdes onde a estimulagao elétrica foi utilizada para provocar a dilatagao
dos vasos sanglineos durais, um eletrodo estimulador bipolar (NE 200X, Clark
Electromedical) foi aposto a superficie da “janela craniana”, a aproximadamente
200 um do vaso de interesse. A superficie da “janela craniana” foi estimulada
durante 10 s, com pulsos de 1ms de duragcdo e frequéncia de 5 Hz, (Grass
Stimulator S88, Grass Instrumentation) com voltagem crescente até que a dilatagao
arterial maxima fosse observada. Todas as respostas subsequentes induzidas por

estimulo elétrico em um determinado animal foram entdo desencadeadas usando a
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mesma voltagem (16). A resposta vasodilatadora neurogénica a quatro estimulos
consecutivos foi testada em experimentos-controle para determinar se havia algum
efeito sistematico ao longo do tempo que pudesse confundir os resultados

(verificacdo da reprodutibilidade).

2.3.2 Intervengdes farmacoldgicas

No primeiro experimento, acetilcolina (ACh; 1 pg-10 pg, IV) foi administrada
sucessivamente por trés vezes, com intervalos de 5 minutos, para avaliar a
consisténcia da vasodilatacéo por ela induzida. A administracao de ACh foi repetida
entdo por duas vezes apos o bloqueio muscarinico com escopolamina (1 mg/kg, IV)
ou, no outro grupo de ratos, apds o bloqueio nicotinico com mecamilamina (4
mg/kg, 1V). No segundo experimento, a vasodilatagdo foi induzida pela estimulagéo
elétrica da superficie da “janela craniana”, conforme a técnica ja descrita, antes e
depois do bloqueio muscarinico com escopolamina IV. O bloqueio nicotinico n&o foi
utilizado neste segundo experimento por ndo ter alterado a resposta a acetilcolina

no primeiro deles.

2.4 Andlise estatistica

O efeito da infusdo de acetilcolina e da estimulacao elétrica da superficie craniana
sobre o didmetro dos vasos durais foi calculado como aumento percentual maximo
em relacdo a linha de base. O teste-t de Student para amostras pareadas foi
utilizado para comparar as médias dos valores obtidos antes e depois do bloqueio
colinérgico e as diferengcas foram consideradas significativas quando o valor de P
foi menor que 0,05. Os dados estao apresentados como média mais ou menos o

erro padrao da média (+ EPM), a menos que indicado.
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3. Resultados

Os animais incluidos na analise final tinham niveis pressoricos arteriais normais. O
veiculo (solugado salina) nao teve efeito significativo sobre o didmetro dos vasos
durais quando infundido nos animais que receberam acetilcolina
subsequentemente, tanto no grupo tratado com mecamilamina (3 £ 1,5%, n = 6)

quanto naquele tratado com escopolamina (2 £ 1,4%, n = 5).

Vasodilatacdo dural induzida pela acetilcolina — envolvimento nicotinico

Uma vasodilatacdo controle dos vasos durais de 60 + 13,6% foi induzida pela
acetilcolina (Ach) (n = 6). A resposta a acetilcolina apés o bloqueio nicotinico com
mecamilamina foi de 55 + 10,8%, nao diferente, portanto, da resposta controle (t5 =

0,43; P = 0,688; Figura 1).

Vasodilatacdo dural induzida pela acetilcolina — envolvimento muscarinico

A acetilcolina (ACh) induziu uma vasodilatagdo controle dos vasos durais de 98 +
31,0% (n = 5). A resposta a acetilcolina apds o bloqueio muscarinico com
escopolamina foi de 0 + 4,0%. Houve, portanto, uma redugado significativa na

resposta a acetilcolina apds o bloqueio muscarinico (t,=2,9; P = 0,045; Figura 1).

Vasodilatagdo neurogénica dural — envolvimento muscarinico

A estimulagéo elétrica da dura-mater resultou em um aumento de 81 £ 10,0% (n =
9) no didmetro dos vasos durais. A resposta vasodilatadora dural apdés a
escopolamina foi de 89 £ 21,0%, a qual nao foi diferente da resposta controle (tg = -

0,5; P = 0,538; Figura 2).
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4. Discussao

Este estudo mostra que a acetilcolina induz uma vasodilatagdo potente na
circulacdo dural do rato, que ¢é bloqueada pelo antagonista muscarinico
escopolamina, mas nao pelo antagonista nicotinico mecamilamina. No entanto, a
vasodilatacdo dural neurogénica é desprovida de um componente colinérgico

muscarinico.

As cefaléias primarias compartiiham os mesmos sistemas de expressdo da dor,
envolvendo 0s vasos cranianos e sua inervagao parassimpatica (18). A relevancia
da vasodilatacdo craniana para a fisiopatologia das cefaléias primarias tem sido
bem demonstrada através da eficacia dos triptanos, agonistas serotonérgicos 5-
HT4g1p, NO tratamento agudo da migranea (19) e da cefaléia em salvas (20). Esta
vasodilatacdo parece ser provocada ndo apenas pela liberagdo antidrbmica de
neurotransmissores pelas fibras trigeminais, mas também por um efluxo
parassimpatico aumentado, transmitido pelo nervo facial (21). Foi demonstrado que
o nivel de peptideo intestinal vasoativo (VIP), um dos neurotransmissores presentes
nas fibras parassimpaticas cranianas (22, 23), esta aumentado no sangue da veia
jugular de pacientes com crises cefaléia em salvas (24, 25) e de hemicrania
paroxistica cronica (26). Isto nao foi observado de forma consistente na migranea
(27), sendo este achado coerente com a incidéncia mais baixa de sinais
autonOmicos nas crises de migranea em comparagdo com as outras cefaléias
citadas. Por outro lado, a presenga de sinais autondmicos unilaterais esteve
associada a dor mais severa e a dor unilateral em uma série de 177 individuos com
migranea (28), e as exacerbacgbes, mas ndo a dor constante, em pacientes com

hemicrania continua (29). Estas observagdes estdo em concordéncia com a nogéao
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de que o padrdo de ativacédo do reflexo trigémino-autonémico é determinado pela
severidade da dor e pela interacéo entre este reflexo e o tipo especifico de cefaléia

primaria, sendo esse ultimo o fator crucial (30).

A capacidade do bloqueio do génglio pterigopalatino com lidocaina de abortar
crises de migrénea (31) e de cefaléia em salvas (32-34) fala a favor do
envolvimento deste ganglio nestas duas doencas. Marcadores da sintese de
acetilcolina sdo encontrados no ganglio pterigopalatino em varias espécies animais
(22, 35), enquanto que a estimulacdo do ganglio pterigopalatino no rato (14, 36) e
no gato (13) aumenta o fluxo sangliineo cerebral. A estimulagao do nervo facial leva
a liberagéo local de VIP (12) e a estimulagdo do ganglio pterigopalatino a
vasodilatagado extracraniana, que pode ser bloqueada por antagonistas do VIP (37).
Em paralelo com os novos dados, o aumento no fluxo sangliineo cerebral induzido
pela estimulagdo do nervo facial também nao é afetado pelo bloqueio colinérgico

(38).

A medicao direta do didmetro dos vasos da dura-mater através de uma janela
craniana fechada no rato anestesiado permitiu o registro da vasodilatacdo dural
induzida pelo peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), pela substancia
P e pela neuroquinina A (16). A combinacao desta técnica de visualizagao direta
com a estimulagao elétrica transcraniana de baixa intensidade e curta duracado dos
aferentes trigeminais resultou em avancgos consideraveis na caracterizagcdo da
vasodilatagdo neural trigeminovascular (39, 40). As virtudes deste método estdo na
reprodutibilidade e na protecao proporcionada ao ambiente dural pela manutengao
do osso craniano sem solugcdo de continuidade. Suas limitagdes sdo aquelas da
administracao sistémica dos farmacos. Uma abordagem complementar é a que tem

sido utilizada por Messlinger e colaboradores, ao estudarem os vasos durais com
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laser Doppler (41), com a desvantagem de que a craniotomia se faz necessaria. Os

resultados obtidos com os dois métodos sdo, de modo geral, semelhantes (42, 43).

O presente estudo mostra que os vasos da dura-mater do rato contém receptores
colinérgicos muscarinicos que mediam a vasodilatagdo associada a administragcao
de acetilcolina e que nao possuem receptores nicotinicos. A vasodilatacdo dural
neurogénica, por sua vez, nao é afetada pelo bloqueio colinérgico muscarinico, e é
improvavel que este mecanismo colinérgico tenha um papel importante na
modulagdo neurogénica dos aferentes vasculares durais. Compreender a
contribuicdo do sistema trigémino-autonédmico em termos da sua fisiologia e da sua
farmacologia é essencial para formar uma imagem completa da anatomia e da

fisiologia das cefaléias primarias.

Agradecimentos: FK teve apoio financeiro da Merck, Sharp & Dohme no Brasil
através de bolsa para estagio no exterior e da CAPES quando da apresentacao
deste estudo no 10° Congresso da Sociedade Internacional de Cefaléia. PJG é

pesquisador sénior do Wellcome Trust.
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Figura 1: Aumento percentual maximo do didametro dos vasos durais do rato

em resposta a infusdo de acetilcolina (ACh)

A ACh dilata os vasos durais de forma reprodutivel em diferentes
populagdbes de animais. Nao ha efeito do bloqueador nicotinico
mecamilamina (A, n = 6), enquanto ha uma inibicdo profunda da

vasodilatagao dural pelo bloqueador muscarinico escopolamina (B, n = 5).
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Figura 2: Aumento percentual maximo do didmetro dos vasos durais do rato
em resposta a estimulacao elétrica da janela craniana fechada

A estimulacdo da dura-mater provoca uma dilatacdo potente e reprodutivel
dos vasos durais, que nao é afetada pelo bloqueio muscarinico com

escopolamina (n =9, P = 0,538).
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ANEXO |

1 DETALHAMENTO DA TECNICA UTILIZADA NO EXPERIMENTO

1.1 Animais

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley machos pesando entre 300 e 400 gramas,
mantidos com alimentagdo e agua a vontade e ciclo de iluminagao de 12 horas.
Quarenta e seis ratos foram empregados durante o treinamento da técnica e o
experimento. Os experimentos completos foram realizados em vinte e dois animais
e os resultados de dois deles foram descartados pela grande discrepancia em

relacdo aos demais (outliers).

1.2 Anestesia

A anestesia foi realizada com pentobarbital sédico (Sagatal, Rhone Merieux, RU)
administrado inicialmente por via intraperitoneal para a inducdo anestésica (60
mg/kg) e, durante o restante do experimento, por via intravenosa continua em
bomba de infusdo (18 mg/kg/h), com ajustes para manter um nivel constante de
anestesia, com a auséncia do reflexo de retirada a preensdo da pata e a
manutencado de uma ventilagdo harmoénica. Durante a anestesia, os animais foram
mantidos com ventilagdo mecanica (Small Rodent Ventilator, Ugo Basile, Italia), a
50 ciclos por minuto e 5-6 mL de volume de ar corrente. A pressao arterial foi
monitorizada continuamente e registrada em grafico, através do uso de um
transdutor de membrana (Model P23XL, Viggo-Spectramed, Linton Instrumentation,
RU) acoplado a uma canula intra-arterial (ver a seguir). A temperatura central foi
mantida em cerca de 37°C por um sistema de homeotermia composto por um

termdmetro retal e uma bancada com forro aquecido. Todos os animais receberam
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uma dose letal de 200 mg de pentobarbital sédico (Euthatal, Merial, RU) ao final do
experimento e tiveram sua coluna cervical deslocada conforme o procedimento

padrao .

1.3 Preparacdao cirurgica

1.3.1 Canulacao da traquéia e dos vasos femorais

Os ratos foram submetidos a traqueostomia e a entubacao traqueal com canulas
flexiveis de polietileno (Portex, RU) e tiveram a artéria e a veia femorais direitas
dissecadas e também cateterizadas (Portex, RU). Os procedimentos foram
realizados com o auxilio de um microscépio cirurgico (SMZ-2B, Nikon, RU). A
artéria femoral foi utilizada para o registro da pressao arterial e a veia para a

administracdo do anestésico e dos demais farmacos.

1.3.2 Preparacao da “janela craniana” fechada

A cabeca dos ratos foi fixada em uma armacao estereotaxica (David Kopf
Instruments, EUA) e uma incisdo mediana na pele foi feita para permitir a retragédo
da pele, do couro cabeludo e do musculo masseter. Uma area retangular do osso
parietal direito (aproximadamente 5 x 6 mm) foi desgastada com o uso de uma
broca odontolégica (1,5 mm, NM3000, Quayle Dental, RU), até que o
adelgagamento do osso permitisse a visdo nitida dos ramos da artéria meningea
média, formando a chamada “janela craniana”. A broca foi resfriada com gotejo de
solugdo salina isotdnica e os sangramentos foram interrompidos com cera para
0sso. Quando houve a perfuragdo inadvertida do osso, a preparagao cirurgica foi
interrompida e o animal sacrificado. Para evitar o ressecamento, a “janela craniana”

foi coberta com 6leo mineral (37°C) durante o experimento.
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1.3.3 Posicionamento do eletrodo estimulador

No experimento que envolveu o mecanismo da vasodilatagdo neurogénica, um
eletrodo bipolar estimulador (NE-200x, Clark Eletromedical, RU) foi aposto a
superficie do osso parietal, sobre a “janela craniana”, a uma distancia de
aproximadamente 200 ym do ramo arterial selecionado. O posicionamento do
eletrodo foi realizado com o auxilio de um micromanipulador (Prior, RU), havendo o

cuidado de n&o pressionar o 0sso parietal.

1.4 Medicdo do diametro dos vasos da dura-mater

Apos a preparagdo cirurgica, uma artéria dural teve sua imagem exposta em um
monitor de televisdo comum, gragas ao uso de uma lente zoom (magnificacao de
80 a 450 vezes), um filtro fotografico ciano utilizado para melhorar o contraste e o
brilho da imagem (100c, Lee Filters, RU), uma fonte de luz fria (sistema de fibra
optica, Schott KL1500, BDH, RU) e um microscopio intravital (MV2100, Finlay
Microvision, RU) acoplado a um video-analisador dimensional (Living System
Instrumentation, EUA). O video-analisador dimensional mede e registra, de modo
continuo e em unidades arbitrarias, o didametro de um ponto selecionado da artéria
exposta na tela, em um registro grafico convencional (agulha, tinta e bobina de
papel) e em um sistema informatizado de registro e analise de dados (MI?, Modular

Instruments, RU) (ver Figuras 5 e 6, pag. 99).
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Figura 5 - Exemplo de registro grafico do didmetro de um ramo arterial dural do rato
anestesiado, obtido através do uso de um video-analisador dimensional acoplado ao

microscopio intravital, durante a administragdo sequiencial de trés doses de acetilcolina.

Figura 6 - Exemplo de registro grafico do didmetro de um ramo arterial dural do rato
anestesiado, obtido através do uso de um video-analisador dimensional acoplado ao
microscopio intravital, durante a estimulagao elétrica repetida da janela craniana fechada

com duas séries estimulos de 1 ms de duracéo, a 5 Hz, por 10 s.
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