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“Os homens pensam que a epilepsia é divina meramente porque não a compreendem. Se 

eles denominassem divina qualquer coisa que não compreendem, não haveria fim para as 

coisas divinas.” 

Hipócrates 

  

 



 

RESUMO: 

 

A epilepsia compreende uma categoria de síndromes que se caracterizam por crises 

espontâneas e recorrentes (CERs), que são resultados de disparos elétricos intensos, 

sincronizados e rítmicos de populações neuronais no sistema nervoso central (SNC) e de 

excitabilidade excessiva, na ausência de condição tóxico-metabólica ou febril.1 2, 3 Pesquisas 

experimentais mostram que a indução do Status Epilépticos (SE) em roedores provoca reação 

inflamatória cerebral pronunciada envolvendo as células endoteliais, glia e neurônios.4, 5 Nosso 

grupo mostrou que a administração de células da medula óssea por via intravenosa depois da 

indução do SE por lítio-pilocarpina é capaz de reduzir as CERs, melhorar a função cognitiva e 

modular a produção de citocinas pró-inflamatórias.6, 7 O baço é importante na indução da 

resposta inflamatória cerebral e também é um alvo importante para a intervenção de células-

tronco.8 A esplenectomia antes do acidente vascular cerebral (AVC) reduz significativamente o 

tamanho do infarto no cérebro.9 Foi também demonstrado que no modelo da pilocarpina, a 

esplenectomia diminuiu a gravidade das crises, o tempo para o início do SE, e a taxa de 

mortalidade causada pelo SE.10 O objetivo do presente trabalho é investigar a importância da 

interação entre células mononucleares da medula óssea (CMMO) e o baço em ratos epilépticos. 

Como resultado do trabalho nossos animais tratados com as CMMO apresentaram melhor 

capacidade de reter a memória no teste do LAM quando comparados aos animais tratados sem 

o baço. Além disso, nesses animais o tratamento não teve o potencial de reduzir as taxas de IL-

1 β no soro e nem de aumentar os níveis de IL-10 no soro e no hipocampo de ratos tratados e 

sem o baço. Concluindo, o trabalho sugere que o baço possa estar envolvido modulando a 

cascata inflamatória no efeito terapêutico promovido pelo transplante de CMMO. 

 

Palavras chave: Epilepsia, Baço, Resposta Inflamatória, Pilocarpina, Citocinas, Memória 



 

 ABSTRACT: 

THE ROLE OF SPLEEN IN THE CEREBRAL INFLAMMATORY RESPONSE IN AN 

EXPERIMENTAL MODEL OF EPILEPSY IN RATS TREATED WITH BONE 

MARROW MONONUCLEAR CELLS 

 

Epilepsy comprehends a category of syndromes characterized by spontaneous and 

recurrent crises (SRCs), which are a result of intense electric activity, synchronized and 

rhythmic of neuronal populations of the central nervous system (CNS), and of excessive 

excitability in the absence of a toxic-metabolic condition or fever 1 2, 3. Experimental studies 

have shown that SE induction in rodents provokes pronounced inflammatory cerebral reaction 

involving endothelial cells, glia, and neurons4, 5. Our group has shown that intravenous bone 

marrow cells administration following lithium-pilocarpine SE induction reduces SRCs, 

improves cognitive function, and modulates the production of pro-inflammatory cytokines6, 7. 

The spleen is important to induce cerebral inflammatory response and also is an important 

target for stem cell intervention therapies8. Splenectomy before a cerebrovascular accident 

(CVA) significantly reduces the infarction size in the brain9. Moreover, it has been 

demonstrated that in the pilocarpine model splenectomy decreases the severity of crises, the 

time to SE onset, and the mortality rate caused by SE10. The aim of the present work was 

investigating the importance of the interaction between bone marrow mononuclear cells (BMC) 

and the spleen in epileptic rats. As a result, the animals treated with BMC presented a better 

capability of memory retrieval in the Morris aquatic maze (MAM) when compared to the 

treated animals without the spleen. Besides, the treatment did not present the potential of 

reducing the levels of IL-1 β or of increasing the levels of IL-10 in the serum and hippocampus 

of treated rats without the spleen. In conclusion, the work suggests that the spleen could be 

involved in the therapeutic effect promoted by BMC transplant. 

 

Keywords: Epilepsy, Spleen, Inflammatory Response, Pilocarpine, Cytokines, Memory 
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CAPITULO I 

  

INTRODUÇÃO 
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2. Introdução ao tema 

 

2.1 Epilepsia 

 

Estima-se que 50 milhões de pessoas tenham epilepsia no mundo.11 Sendo até 100 casos 

por 100 mil pessoas em países em desenvolvimento.12, 13 A epilepsia compreende uma 

categoria de síndromes que se caracterizam por crises espontâneas e recorrentes (CERs), que 

são resultantes de disparos elétricos, sincronizados e rítmicos de populações neuronais no 

sistema nervoso central (SNC) e de excitabilidade excessiva, na ausência de condição tóxico-

metabólica ou febril.3, 14, 15 As crises epilépticas podem ou refletir um desequilíbrio da 

excitação e da inibição sináptica do encéfalo, ou interconexões excitatórias excessivamente 

intensas ou densas. Cerca de 7 a 10% da população terá pelo menos uma crise durante a vida, 

porém somente quando essas crises são espontâneas e recorrentes, a condição é conhecida 

como epilepsia.16  

As crises epilépticas prolongadas e repetidas em intervalos curtos são características do 

status epilépticus (SE) que é uma complicação grave.14 Cerca de 10% das crianças ou adultos 

que tenham uma crise espontânea, ou um diagnóstico recente de epilepsia, apresentam o 

quadro de SE, sendo o SE mais comum em crianças do que em adultos e ainda mais frequente 

em crianças menores de 2 anos de idade. 17  São descritos diversos tipos de epilepsia, 

somando em torno de 40 tipos distintos, que constam no quadro de classificação internacional 

da epilepsia e síndromes epilépticas. A classificação é feita a partir de dados como o tipo de 

crise, idade do início da crise, sinais clínicos ou neurológicos, padrões eletroencefalográficos 

e prognóstico.15, 18 O mais comum e que frequentemente representa um distúrbio refratário ao 

tratamento é a epilepsia do lobo temporal (ELT).19 Uma das formas da ELT é aquela onde 

ocorre comprometimento das estruturas temporais mesiais notadamente do hipocampo, 

(esclerose hipocampal). As principais considerações desta são 20 I) Lesões do sistema límbico 

temporal, principalmente no hipocampo, na amígdala, parahipocampo e no córtex entorrinal 

são responsáveis pelos principais sintomas de crises parciais, complexas, recorrentes e com 

generalizações secundárias (crises tônico clônicas) menos frequentes.21, 22 23 II) É comum 

haver um fator que de início à ELT, (lesão precipitante inicial) como trauma por exemplo.24 

III) Outra característica marcante para a ELT é o período de latência, um período onde ocorre 

uma fase sem crises desde a ocorrência do fator desencadeante até a instalação da ELT 



14 

 

 

propriamente dita. IV) Esclerose hipocampal, na região de cornos de amon (CA) e região 

mesial. A atrofia do hipocampo é marcada por perda neuronal e gliose.25 

 O desenvolvimento da epilepsia pode ter muitas causas incluindo tumores cerebrais, 

trauma encefálico, disfunção metabólica, infecções no SNC, doença vascular e convulsões 

febris.12, 14 Sendo basicamente envolvidos três fatores causais, predisposição individual, 

presença de lesão epileptogênica cerebral e alterações bioquímicas ou elétricas cerebrais.26 

 

2.2 Tratamento 

 

O tratamento existente para epilepsia é sintomático, ou seja, não apresenta caráter 

curativo, apenas controla as crises, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Fármacos 

antiepilépticos podem refrear a excitabilidade de diversas maneiras. Por exemplo, os 

barbitúricos e os benzodiazepínicos prolongam as ações inibitórias de Ácido gama-

aminobutírico (GABA). A fenitoína e carbamazepina diminuem a tendência de certos 

neurônios dispararem potenciais de ação de alta frequência.16 Entretanto cerca de 30% dos 

pacientes tornam-se refratários aos medicamentos, sendo candidatos à intervenção cirúrgica. 

No entanto o risco de perda de funções cerebrais limita o número de pacientes que podem 

receber este tratamento.27  

Portanto a busca e o aperfeiçoamento de novas terapêuticas são essenciais para a vida dos 

pacientes que convivem com epilepsia.  

 

2.3 Terapia celular 

 

As células-tronco têm como principal característica a capacidade, tanto de se 

autorregenerar quanto de se diferenciar. Fazem parte de uma unidade natural do 

desenvolvimento embrionário e da reparação tecidual. E constituem um subconjunto de 

células imaturas indiferenciadas e não especializadas.28 A medula óssea é uma fonte 

permanente de células-tronco adultas.29 A fração mononuclear da medula óssea contém dois 

tipos de populações celulares: hematopoéticas e mesenquimais. Essas populações celulares 

podem estar envolvidas com a liberação de citocinas e fatores de crescimento envolvidos no 

processo de reparação natural.30  

 A terapia celular é uma estratégia em potencial para o tratamento de doenças 

neurológicas como epilepsia, apresentando efeito terapêutico nessa síndrome.6, 7, 31-33 O efeito 

terapêutico deste tratamento tem sido explicado pela capacidade das células-tronco liberarem 
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fatores tróficos e citocinas que estão envolvidas no reparo e na regeneração tecidual.34-37 

Nosso grupo mostrou que a administração de células mononucleares da medula óssea 

(CMMO) por via intravenosa depois da indução do SE por pilocarpina é capaz de reduzir a 

frequência de Crises espontâneas e recorrentes, melhorar a função cognitiva dos animais com 

epilepsia crônica além de modular a produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e 

IL-6) e anti-inflamatória (IL-10).33, 36 

 

2.4 Modelo experimental- Pilocarpina 

 

Existem muitos modelos de epilepsia experimental em animais. Dentre estes os 

modelos mais bem estabelecidos induzem uma cascata de eventos moleculares e estruturais 

que resultam em modificações nas propriedades neuronais intrínsecas, tornando essas redes 

neuronais epileptogênicas.38 

Modelo experimental com pilocarpina inicialmente descrito por Turski e 

colaboradores.39 é dentre os modelos in vivo existentes, o que mais se aproxima da ELT. Um 

estado comportamental crônico similar a ELT humana é causada pela administração sistêmica 

de pilocarpina em roedores, que inicialmente leva ao SE, e após um período livre de crises, a 

uma condição crônica determinada pelas CERs.40 A pilocarpina (PILO) é extraída de folhas 

de Pilocarpus microphillus e Pilocarpus jaborandi, árvores sul americanas é um agonista 

colinérgico, que a partir da ativação de muitos neurônios durante o status epilépticos ocorre 

uma ativação secundária do sistema glutamatérgico e assim, excitotoxicidade no hipocampo e 

demais estruturas. O dano neuronal excito tóxico agudo associado a outras alterações 

moleculares leva a morte neuronal, reorganização sináptica, sinaptogênese e neurogênese no 

hipocampo, assim como mudanças nas propriedades eletrofisiológicas neuronais.40  

 

2.5 Epilepsia e inflamação 

 

A relação entre epilepsia e sistema imune vem recebendo mais atenção nos últimos anos. 

Pesquisa clínica e experimental sugerem que infecção, inflamação e fatores inflamatórios 

como citocinas podem contribuir para a predisposição e ocorrência de crises relacionadas com 

o dano cerebral.41-45,4, 46-48 

Estudos experimentais têm mostrado que a indução do SE em roedores através do 

estímulo elétrico de regiões límbicas do cérebro ou sistêmica, como administração de drogas 

convulsivantes, provocam reação inflamatória cerebral pronunciada envolvendo as células 
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endoteliais, glia e neurônios.4, 5 A inflamação cerebral induzida pelo SE é detectável em níveis 

significativos durante a fase de epileptogênese que antecede o início das CERs, mas é também 

encontrada no tecido epiléptico crônico.49, 50 Interleucina-1β (IL-1β), Interleucina-6 (IL-6), 

Interleucina-8 (IL-8), TNF-α e proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) são 

rapidamente reguladas no encéfalo depois do SE.43, 51 IL-2, tem papel importante na regulação 

de Células T.52 Citocinas Pro-inflamatórias como IL-1 beta e TNF-alfa no cérebro podem 

influenciar aspectos normais de transmissão neuronal.49, 53-57Costa-ferro mostrou que as 

CMMO tem a capacidade de reduzir a frequência de crises e reduz os níveis de IL-1β e 

aumenta os níveis de IL-10.6, 33 O efeito benéfico do transplante esta associado aos efeitos 

indiretos, como modulação de fatores tróficos e de fatores inflamatórios.58 

 Estes fatores inflamatórios promovem a expressão de moléculas de adesão em células 

endoteliais vasculares, comprometendo a função da barreira hemato-encefálica (BHE) 

permitindo a infiltração no encéfalo de neutrófilos, monócitos, macrófagos e linfócitos T. A 

interação entre leucócitos e células endoteliais vasculares modulam as CERs em um modelo 

roedor de ELT.59 Estratégias experimentais para bloquear a inflamação sistêmica no SNC 

reduzem a duração do SE e a frequência de crises.60, 61 

Assim como na epilepsia a inflamação no cérebro pós-isquêmico em modelos de AVC 

vem sendo estudado, mas não esta bem caracterizada. Além disso, um estudo experimental 

com camundongos em modelo de AVC resultou na diminuição das células imunes em órgãos 

da periferia e diminuição da secreção de TNF-alfa e IFN-gama que contribuiu para uma 

infecção sistêmica espontânea, uma das causas de morte em pacientes com AVC.62 Este 

estudo sugere que exista uma relação entre resposta inflamatória sistêmica (órgãos linfóides) e 

cerebral. Diversas manifestações do sistema nervoso central, como febre, atividade 

locomotora reduzida, comportamento doentio são atribuídos a ativação neuronal durante 

inflamação periférica.63 Em outras palavras doenças inflamatórias da periferia são 

relacionadas com o aparecimento da resposta inflamatória no cérebro e são geradas de 

maneiras semelhantes.64 

Entretanto a relação exata entre estes fatores inflamatórios sistêmicos e patologias do 

SNC não são bem conhecidos tanto do ponto de vista do cérebro quanto do sistema imune.65 
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2.6 Relação do baço com doenças do SNC 

 

O baço é divido em duas regiões com função e morfologias diferentes a polpa 

vermelha é responsável por filtrar e remover do sangue células mortas, velhas ou com alguma 

anormalidade, possui também a função de armazenamento de ferro, eritrócitos e plaquetas. A 

polpa branca atua como órgão linfóide é subdividida em Bainha Linfóide Periarteriolar, 

folículos e zona marginal. O baço contém um quarto dos linfócitos do corpo e é responsável 

por iniciar a resposta imune.66-68 A retirada do baço por meio cirúrgico pode ser necessário no 

caso de complicações na clinica, e na pesquisa experimental vem sendo usada como 

ferramenta de estudo deste órgão. Evidências vêm surgindo sobre a existência de alguma 

relação entre o baço e o SNC, mas os fatores envolvidos ainda não estão bem claros. 

A esplenectomia antes do acidente vascular cerebral (AVC) reduz significativamente o 

tamanho do infarto no cérebro.69 O baço pode responder ao AVC liberando células imunes 

para a corrente sanguínea que consequentemente migram para o cérebro e promovem resposta 

inflamatória secundária, aumentando a neurodegeneração. Isto pode explicar o fato da lesão 

diminuir com a esplenectomia antes do AVC explica Craig (2008). Além disso, foram 

detectadas menos células marcadas por MPO (marcador de neutrófilo) em cérebros de 

animais que passaram por AVC, após a esplenectomia quando comparados aos animais que 

não passaram pela cirurgia. Sugerindo que as células antes encontradas no cérebro eram 

derivadas do baço.69 Estudos prévios têm demonstrado alteração da função esplênica depois 

do AVC e um aumento da circulação de citocinas pró-inflamatórias.65, 70-72 Processos 

imune/inflamatórios do baço são potenciais alvos terapêuticos para diminuir a inflamação 

cerebral gerada pelo AVC.73 

Um mecanismo de ação que pode estar envolvido no aumento do volume do infarto 

cerebral após o AVC é a ativação do sistema nervoso simpático resultando em contração do 

baço e uma liberação de células vermelhas e brancas do sangue.74 Esta contração provoca a 

liberação de células do sistema imunológico, que são atraídos para o cérebro por quimiocinas 

induzidas pelo acidente vascular cerebral. Estas células imunes periféricas podem estar agindo 

para aumentar a neuroinflamação e posteriormente, a neurodegeneração.75, 76 Dados mostram 

que a infiltração de células como monócitos/macrófagos tem importante papel na 

neuroinflamação e podem ser fatores necessários para a ativação da micróglia.54, 73 Isto é 

consistente com outros relatos que mostram uma resposta esplénica ativa no acidente vascular 

cerebral em ratos.65, 72  
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A relação entre o baço e a epilepsia ainda não esta bem estabelecida. Em modelo de 

epilepsia induzida por ácido caínico a atividade metabólica dos esplenócitos está aumentada 

podendo estar relacionada ao aumento de atividade de macrófagos.77 Além disso, foi 

demonstrado que no modelo da pilocarpina, a esplenectomia diminuiu a gravidade das crises, 

o tempo para o início do SE, e a taxa de mortalidade causada pelo SE. A anatomia das células 

do baço é comprometida após administração de pilocarpina, onde uma mudança anatômica 

consiste na desorganização dos folículos e baixa distinção entre as duas polpas do baço, 

branca e vermelha, no mesmo trabalho foi encontrado um aumento de células T presentes no 

baço após o SE induzido pela administração de pilocarpina.10 

Estudos experimentais com isquemia cardíaca e cerebral, além de epilepsia, mostram 

que células mononucleares da medula óssea são encontradas no baço durante vários dias após 

o transplante.33, 78, 79 O baço é importante na indução da resposta inflamatória cerebral e 

também é um alvo importante para a intervenção de células-tronco.8 Células de cordão 

umbilical humano (CCUH), transplantadas em ratos, 24 horas depois da isquemia, foram 

retidas no baço e foi constatada uma redução de 60% da área infartada. Este estudo também 

mostrou que as células foram encontradas somente no hemisfério infartado e no baço. O 

transplante de CCUH não só diminuiu os níveis de citocinas pró-inflamatórias como também 

aumentou os níveis de citocinas anti-inflamatórias com IL-10.72 O fato de os níveis de 

citocinas pró-inflamatórias estar diminuído leva a uma redução do dano neuronal. 

Tratamentos que tenham um efeito similar ao das CCUH para bloquear a resposta esplênica 

podem ser excelentes candidatos a terapia para doenças do SNC segundo Ajmo e 

colaboradores (2008).73 

 

2.7 Baço e imunomodulação cerebral 

 

Estudos in vivo, in situ e in vitro evidenciam que algumas substâncias são liberadas pelo 

baço e tem relação direta com o SNC. As terminações nervosas do baço são responsáveis pela 

produção e liberação de fatores humorais como cortisol e adrenalina.80, 81 Outros fatores como 

neuropeptídio Y, substância P e opióides são produzidos ao longo dos nervos esplênicos e 

transportados via axônio até a terminação nervosa.82, 83 Estudos imuno histoquímicos mostram 

uma íntima associação entre as terminações nervosas com linfócitos e macrófagos. Muitas das 

células imunes encontradas e produzidas no baço têm receptores para agentes adrenérgicos, 

encefalinas, endorfinas entre outros. As células que possuem esses receptores são células 

natural killers (NK), macrófagos, linfócitos, granulócitos e monócitos. As células imunes são 
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liberadas frente alguma lesão ou estímulo interno que indique perigo, essas células são 

responsáveis pela liberação e estimulação de fatores inflamatórios importantes como 

interleucinas e inflamassomas. 16, 81, 83Inflamassomas são complexos multi-proteicos que 

agem como uma plataforma ativadora de caspases. Os inflamassomas são constituídos por um 

receptor de ligação a nucleotídeo contendo domínio com sequência repetida de resíduos do 

aminoácido leucina (NLR), uma Proteína associada a apoptose contendo um domínio de 

recrutamento de caspase (ASC) e uma enzima caspase-1. Caspases são enzimas envolvidas na 

regulação celular, apoptose, necrose e inflamação. Os inflamassomas são formados em 

resposta a patógenos ou em respostas inflamatórias estéreis através de sinais como padrões 

moleculares associados ao perigo (DAMPs). DAMPs são substâncias liberadas durante o 

estresse e lesão celular em respostas inflamatórias estéreis, como trauma e isquemia. Através 

de vias inflamatórias o inflamassoma pode ativar a produção de IL-1β e IL-18. Inflamassoma 

NLRP3 (NLR com um domínio efetor de pirina (PYD) e uma proteína3) é ativado por 

DAMPs e está envolvido na passagem de pró-IL-1β para sua forma biologicamente ativa que 

é a Interleucina 1-β. Esta interleucina esta intimamente relacionada ao dano induzido por 

resposta inflamatória e tem atividade pró convulsivante. 84-87 

 Uma vez instalada, a resposta inflamatória causa danos e acredita-se que o baço esteja 

intimamente relacionado com início da resposta inflamatória cerebral e sistêmica. O baço é 

responsável pela liberação de interleucinas como IL-6 e IL-10, IL-1β e TNF-α. A modulação 

dessas interleucinas e citocinas ocorre a nível intracelular, por exemplo, a ligação de β-

adrenoreceptores em linfócitos aumenta o nível intracelular de AMP cíclico o que leva ao 

aumento de IL-10, IL-6, IL-4 e reduz a liberação de TNF-α, Interferon-gama e IL-12.82 Sobre 

a Interleucina-6 esta bem estabelecido que sua produção via macrófagos é modulada pela 

liberação de noradrenalina. Além disso, IL-1β, IL-6 e TNF-α modulam o SNC direta ou 

indiretamente através de receptores sensoriais aferentes como o nervo vago.88 Essas e 

outras evidências mostram que o sistema periférico tem influencia sobre a inflamação no 

tecido nervoso. 

3 Justificativa:  

 

A importância de conhecer melhor os fatores envolvidos no tratamento com CMMO 

nos animais com epilepsia aumenta a possibilidade de passar esse tratamento para a fase 

clínica com mais segurança podendo beneficiar pacientes com epilepsia, refratários ao 
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tratamento. As reações inflamatórias envolvidas em doenças do SNC como epilepsia ainda 

não estão bem esclarecidos na literatura4, trabalhos que visam entender melhor esses 

mecanismos são de extrema importância. Além disso, os trabalhos que envolvem epilepsia e 

baço são muito poucos ainda, e esse tema necessita ser mais esclarecido.  

4 Hipótese:  

 

A epilepsia induzida pelo modelo de pilocarpina gera uma resposta inflamatória 

cerebral. A terapia celular reduz crises convulsivas e melhora a cognição dos animais 

epiléticos que foram tratados com essa terapia. Sabe-se que a terapia celular envolve uma 

serie de mecanismos que levam a sua eficácia. Um dos mecanismos estudados é a modulação 

de fatores inflamatórios. Em outras doenças do SNC que tem como característica a 

inflamação do tecido neural como AVC, o envolvimento do baço na progressão da doença e 

no efeito da terapia celular é objeto de estudo. Nesse trabalho a nossa hipótese é de que as 

células transplantadas podem estar presentes no baço após o transplante e podem estar 

modulando fatores inflamatórios importantes para a prevenção ou reparação do dano cerebral 

gerado pela epilepsia. Através da esplenectomia podemos avaliar o papel do baço no 

transplante de CMMO. Através desses resultados podemos investigar o envolvimento do baço 

para a eficácia da terapia celular com CMMO na epilepsia induzida por pilocarpina em ratos 

Wistar. 
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5.Objetivo do artigo original: 

 

O objetivo do trabalho foi investigar a possível influência do baço no transplante de 

células mononucleares de medula óssea em ratos submetidos ao modelo experimental de 

epilepsia e na modulação da inflamação. 

5.1 Objetivos específicos: 

 

Em ratos com epilepsia induzida pelo modelo de pilocarpina e tratados com células 

mononucleares de medula óssea (CMMO): 

1- Verificar o desempenho cognitivo em ratos esplenectomizados com epilepsia 

crônica após transplante de CMMO. 

2- Avaliar a função do baço nos níveis de Interleucinas em ratos com epilepsia 

crônica e transplantados com CMMO. 
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