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“Não há, não, 

duas folhas iguais em toda a criação. 

Ou nervura a menos, ou célula a mais, 

não há, de certeza, duas folhas iguais.” 

(António Gedeão, 1958)



 

RESUMO 

A paralisia cerebral (PC) compreende um grupo de transtornos do movimento e da postura com 

limitação da função, relacionados a danos que acometem o sistema nervoso central em 

desenvolvimento. Existem poucas estratégias de intervenções relacionadas ao manejo e 

tratamento da paralisia cerebral precoce, ou seja, logo após a lesão. Sendo assim, entre as 

estratégias nutricionais ou mesmo farmacológicas temos a intervenção com flavonoides, como 

o kaempferol. Buscamos avaliar o efeito do tratamento neonatal com kaempferol em ratos 

submetidos à paralisia cerebral experimental sobre parâmetros morfológicos ósseos. Foram 

utilizados ratos Wistar e após o nascimento os filhotes foram ajustados para oito filhotes por 

ninhada, com peso entre 6-8 gramas no primeiro dia pós-natal, permanecendo com suas 

respectivas genitoras durante o período de lactação, sendo ainda nesse período distribuídos nos 

subgrupos: a) Controle Placebo (C+P), b) Controle Kaempferol (C+K), c) Paralisia Cerebral 

Placebo (PC+P), d) Paralisia Cerebral Kaempferol (PC+K). O modelo de PC consistiu na 

associação de anoxia perinatal com a restrição sensório motora das patas posteriores. Foi 

avaliado nos animais em dias específicos, o peso corporal, comprimento naso-anal e 

comprimento caudal. Após o desmame (P25), os animais foram separados em gaiolas 

individuais (3-4 animais por gaiola) até os 36° dia de vida pós-natal, quando foram eutanasiados 

para coleta de tecidos ósseos, (fêmur e tíbia) foi aferido o peso, comprimento e realizada a 

histomorfometria óssea e análise da densidade radiográfica. Os dados foram analisados por 

meio do teste ANOVA two way ou two way medidas repetidas, seguidos do pós-teste de Tukey 

ou teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn’s e o nível de significância 

considerado foi de p<0,05. Os nossos dados sugerem que em P36 a indução de PC experimental 

promoveu os seguintes resultados: diminuição do peso corporal e comprimento naso-anal, 

redução do peso absoluto e comprimento da tíbia e fêmur, redução da radiopacidade óssea das 

regiões analisadas do fêmur e tíbia redução da espessura cortical e área medular, maior 

densidade de lacunas de osteócitos e menor área lacunas de osteócitos. Sobre os dados dos 

animais submetidos à PC e que receberam tratamento com kaempferol em comparação com o 

grupo PC que recebeu placebo sugerem que no dia pós-natal 36 (PC+K vs. PC+P) temos os 

seguintes resultados: aumento do peso corporal e do comprimento naso-anal e aumento da 

densidade e área das lacunas de osteócitos. Em resumo, os nossos dados mostram que o modelo 

de paralisia cerebral reduziu drasticamente o crescimento dos animais no que diz respeito ao 

peso corporal e do comprimento naso-anal, apresentaram também redução do peso absoluto e 

do comprimento absoluto da tíbia e do fêmur, reduziu a radiopacidade óssea das regiões 

analisadas do fêmur e tíbia, redução da espessura cortical e da área medular, bem como redução 

da área das lacunas de osteócitos e que o tratamento com kaempferol atenuou os efeitos 

relativos ao peso corporal e comprimento naso-anal, bem como histologicamente pode observar 

o aumento da área e do número de lacunas de osteócitos. São necessários mais estudos para 

verificar se esta melhoria no desenvolvimento ósseo pode ser ampliada ao longo do tempo. 

 

Palavras-chave: paralisia cerebral; 3,5,7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl) -4H-chromen-4-one; 

flavonoide; osso; tíbia; fêmur. 

 



 

ABSTRACT 

 

Cerebral palsy (CP) comprehends a group of movement and posture disorders with limited 

function, related to damage that affects the developing central nervous system. There are few 

intervention strategies related to the management and treatment of early cerebral palsy, soon 

after the injury. Thus, among nutritional or even pharmacological strategies we have the 

intervention with flavonoids, such as kaempferol. We sought to evaluate the effect of neonatal 

kaempferol treatment in rats subject to experimental cerebral palsy on bone morphological 

parameters. Wistar rats were used and after birth the pups were adjusted to eight pups per litter, 

with weight between 6-8 grams on the first postnatal day, remaining with their respective 

genitors during the lactation period, being distributed in the subgroups: a) Placebo Control 

(C+P), b) Kaempferol Control (C+K), c) Placebo Cerebral Palsy (PC+P), d) Kaempferol 

Cerebral Palsy (PC+K). The CP model consisted of the association of perinatal anoxia with 

hind limb sensory motor restriction. Body weight, naso-anal length and caudal length were 

evaluated in the animals on specific days. After weaning (P25), the animals were separated into 

individual cages (3-4 animals per cage) until the 36th day of postnatal life, when they were 

euthanized for bone tissue collection (femur and tibia), weight, length, bone histomorphometry, 

and radiographic density analysis were performed. The data were analyzed using the two-way 

ANOVA or two-way repeated measures test, followed by Tukey's post-test or Kruskal-Wallis 

test, followed by Dunn's post-test, and the significance level considered was p<0.05. Our data 

suggest that in P36 the induction of experimental CP promoted the following results: reduction 

in body weight and naso-anal length, reduction in absolute weight and length of the tibia and 

femur, reduction in bone radiopacity of the analyzed regions of the femur and tibia, reduction 

in cortical thickness and medullary area, greater density of osteocyte lacunae, and smaller area 

of osteocyte lacuenae. On the data from animals that underwent CP and received kaempferol 

treatment compared with the PC group that received placebo suggest that on postnatal day 36 

(PC+K vs. PC+P) we have the following results: increased body weight and naso-anal length 

and increased density and area of osteocyte lacunae. In summary, our data show that the 

cerebral palsy model drastically reduced the growth of the animals in terms of body weight and 

naso-anal length, that it also reduced the absolute weight and absolute length of the tibia and 

femur, that it reduced the bone radiopacity of the analyzed regions of the femur and tibia, 

kaempferol treatment attenuated the effects related to body weight and nasal-anal length, and 

histologically, an increase in the area and number of osteocyte lacunae could be observed. 

Further studies are needed to see if this improvement in bone development can be extended 

over time. 

Keywords: Cerebral palsy; 3,5,7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one; 

flavonoid; bone; tibia; femur. 

 



 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 - Principais funções do kaempferol..........................................................25 

Figura 2 - Desenho experimental............................................................................30 

Figura 3 - Materiais utilizados no protocolo de PC experimental...........................31 

Figura 4 - Resumo do delineamento experimental..................................................32 

Figura 5 - Equipamento radiográfico ......................................................................34



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

µM  Micromol 

BSP Sialoproteína de ligação à integrina 

C+K Controle kaempferol 

C+P Controle placebo 

DMO Densidade mineral óssea 

DMSO Dimetilsulfóxido ou sulfóxido de dimetilo 

e.p.m. Erro padrão da média 

EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético 

OSX Osterix ou fator de transcrição Sp7 

PC Paralisia cerebral 

PC+K Paralisia cerebral Kaempferol 

PC+P Paralisia cerebral Placebo 

qRT-PCR PCR de transcrição reversa quantitativa em tempo real 

Runx-2 Fator de transcrição 2 relacionado à runt 

U-2 OS Line Células humanas de osteosarcoma 



 

SUMÁRIO 

 

1 APRESENTAÇÃO .......................................................................................................... 15 

2 REFERENCIAL TEÓRICO .......................................................................................... 17 

2.1 A paralisia cerebral no contexto da plasticidade fenotípica ....................................... 17 

2.2 Modelos de paralisia cerebral experimental ............................................................... 19 

2.3 Desenvolvimento do tecido ósseo ................................................................................. 20 

2.4 Potencial dos flavonoides ............................................................................................. 22 

2.5 Kaempferol e saúde óssea ............................................................................................ 24 

3 HIPÓTESE ...................................................................................................................... 27 

4 OBJETIVOS ................................................................................................................... 28 

4.1 Objetivo Geral: ............................................................................................................. 28 

4.2 Objetivos específicos: ................................................................................................... 28 

5 MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................ 29 

5.1 Questões éticas .............................................................................................................. 29 

5.2 Animais e Grupos experimentais ................................................................................. 29 

5.3 Paralisia cerebral experimental ................................................................................... 30 

5.4 Tratamento com kaempferol ou placebo ..................................................................... 31 

5.5 Análises experimentais ................................................................................................. 32 

5.5.1 Caracterização somática ............................................................................................. 32 

5.5.1.1 Peso corporal ............................................................................................................ 32 

5.5.1.2 Comprimento naso-anal ............................................................................................ 32 

5.5.1.3 Comprimento caudal: ............................................................................................... 32 

5.5.2 Aferição do peso e comprimento do fêmur e tíbia ........................................................ 33 

5.5.3 Análises radiográficas de fêmur e tíbia........................................................................ 33 

5.5.4 Análise histológica e histomorfométrica de fêmur e tíbia ............................................. 34 

5.6 Análise dos dados ......................................................................................................... 35 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO ..................................................................................... 36 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS .......................................................................................... 37 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................. 38 



 

APÊNDICE A - ARTIGO ORIGINAL ............................................................................. 43 

ANEXO A - ARTIGO DE COAUTORIA ......................................................................... 79 

ANEXO B - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA............................... 92 

ANEXO C – PROTOCOLO DO ARTIGO DE REVISÃO .............................................. 93 

ANEXO D - NORMAS DA REVISTA “BMC MUSCULOSKELETAL DISORDERS”

 .......................................................................................................................................... 101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    15 

1 APRESENTAÇÃO 

 

A Paralisia Cerebral (PC) compreende um grupo de transtornos do movimento e da 

postura com limitação funcional que são atribuídos a distúrbios não progressivos do sistema 

nervoso central fetal ou da criança em desenvolvimento (BAX et al., 2005; BLAIR, 2010). Um 

grande número dos pacientes com PC exibe aumento dos reflexos, hiper tonicidade, atrofia e 

fraqueza muscular (KRIGGER, 2006). As crianças com PC são propensas ao desenvolvimento 

de baixa densidade mineral óssea (DMO) e fraturas de baixo impacto (LEVINE, 2012). 

O estado nutricional deficitário em indivíduos com paralisia cerebral está associado aos 

atrasos do desenvolvimento e na habilidade motora o que pode comprometer ainda mais o 

desenvolvimento ósseo (DAHLSENG et al., 2012; KUPERMINC; STEVENSON, 2008). 

Ainda, existem poucas estratégias de intervenções relacionadas ao manejo e tratamento da 

paralisia cerebral precoce, ou seja, logo após a lesão. Sendo assim, entre as estratégias de 

intervenção nutricional ou mesmo farmacológica temos a suplementação com flavonoides. 

O kaempferol é um composto flavonoide que tradicionalmente tem sido empregado no 

tratamento de doenças como, hipertensão, dores de cabeça e dores abdominais. (GUO et al., 

2012). E em estudos in vitro, usando concentrações de 0,1 a 100 µM o kaempferol foi associado 

a diversas funções biológicas como a promoção, diferenciação e mineralização de osteoblastos 

e supressão da reabsorção e diferenciação óssea dos osteoclastos (WATTEL et al.,2003; 

MIYAKE et al., 2003; PROUILLET et al., 2004; GUO et al., 2012). 

Ainda, em um modelo de osteopenia em ratas ovariectomizadas o kaempferol diminuiu 

a perda óssea e aumentou as células osteoprogenitoras (TRIVEDI et al., 2008). Entretanto, não 

encontramos em nossas buscas até o momento, estudos que avaliem o efeito do kaempferol em 

distúrbios como a paralisia cerebral que promovem importantes modificações ósseas que 

afetam o desenvolvimento. 

Dessa forma, a PC assim como os danos motores e déficits ósseos associados ao 

quadro desse distúrbio representam temas de estudo relevante; tendo em vista ainda que 

evidências epidemiológicas apontam que a mesma apresenta uma taxa de prevalência estimada 

em 2 - 3,5 para cada 1000 crianças nascidas em países desenvolvidos (YEARGIN-ALLSOPP 

et al., 2008), sendo maior nos países subdesenvolvidos, chegando a 7 para cada 1000 nascidos 

vivos (ZANINI et al., 2017). Sendo assim, seu estudo é de extrema importância para o 

desenvolvimento de novas terapias e a compreensão de suas diversidades. Então, o objetivo 
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desse estudo foi avaliar e elucidar o papel do kaempferol no que diz respeito ao 

desenvolvimento do tecido ósseo em ratos submetidos a um modelo de paralisia cerebral.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A paralisia cerebral no contexto da plasticidade fenotípica 

A plasticidade fenotípica se refere a capacidade do organismo de se adaptar às diferentes 

condições ambientais, sem que necessariamente ocorra alguma modificação em nível genético 

(WEST-EBERHARD, 1986). A variação genética e plasticidade do desenvolvimento são os 

principais fatores que contribuem para a plasticidade do organismo, ou seja, na habilidade do 

mesmo de reagir e se adaptar aos desafios ambientais. Este fenômeno pode ser caracterizado 

ainda, como a relação entre os eventos que ocorrem no útero e sua influência no 

desenvolvimento da prole, ou seja, a predisposição desse organismo desenvolver doenças em 

fases mais tardias da vida. Portanto, reporta-se como a habilidade de resposta de um organismo 

a um input do ambiente interno como o útero, ou externo, como, o ambiente de 

desenvolvimento do indivíduo (WEST-EBERHARD, 1986; BARKER, 2005). 

Em conjunto com a plasticidade do desenvolvimento atuam a variabilidade fenotípica, 

fisiológica e comportamental, e esses fatores podem ser influenciados pelas modificações 

ambientais, como exemplo temos os efeitos da mãe em sua prole, por exemplo, as pressões 

ambientais a que as mães foram expostas podem ser refletidas na prole afetando o seu 

desenvolvimento (WEST-EBERHARD, 2003). Mas a variabilidade de um organismo acontece 

não somente pela plasticidade fenotípica, ocorrendo também devido aos próprios genes, os 

organismos podem apresentar ainda padrões distintos de metilações, acetilações, ou ainda, 

mutações que os diferenciam dos demais organismos e os beneficiam com capacidades 

responsivas diferentes às variadas pressões ambientais em que está inserido (WEST-

EBERHARD, 2005). 

A paralisia cerebral (PC), inicialmente reportada por Little em 1861, é um dos distúrbios 

neurológicos com implicações no desenvolvimento da criança, mais conhecidos mundialmente 

e foi chamada primeiramente de “cerebral paresis”, posteriormente seu nome foi modificado 

para “cerebral palsy”, pois é um termo mais abrangente e descreve melhor a etiologia e 

desenvolvimento da pessoa portadora dessa condição (BAX et al., 2005). Em definições mais 

recentes a PC é reportada como um grupo de transtornos do movimento e da postura com 

limitação funcional que são atribuídos a distúrbios não progressivos do sistema nervoso central 

fetal ou da criança em desenvolvimento (BAX et al., 2005; BLAIR, 2010). 
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A PC apresenta uma taxa de prevalência estimada em 2 - 3,5 para cada 1000 crianças 

nascidas em países desenvolvidos (STANLEY; BLAIR; ALBERMAN, 2000; YEARGIN-

ALLSOPP et al., 2008). Essa prevalência é maior nos países subdesenvolvidos, como é o caso 

do Brasil, esse número chega a 7 para cada 1000 nascidos vivos, além disso entre 30.000 e 

40.000 casos ocorrem a cada ano (ZANINI et al., 2017; MANCINI et al., 2002). A explicação 

para a diferença na magnitude da prevalência é atribuída às más condições de cuidados pré e 

pós-natais (MANCINI et al., 2002). Essas evidências epidemiológicas apontam para relevância 

de estudos clínicos e sobretudo experimentais para o conhecimento dos mecanismos 

subjacentes à PC e o avanço em sua terapia. 

Os fatores de risco para o desenvolvimento da PC podem ocorrer antes, durante, no 

momento do parto e até posteriormente. Esses fatores incluem infecções, a hipóxia-isquemia, o 

nascimento prematuro, gravidez múltipla, anomalias congênitas, o retardo no desenvolvimento 

do feto no útero, a ocorrência de alguns desses fatores culminam em alguma lesão nível cerebral 

que compromete o desenvolvimento normal da criança (NOVAK et al., 2017). 

Sendo então, o resultado de uma má formação ou dano cerebral em crianças em fases 

iniciais do desenvolvimento. A PC apresenta-se como uma das causas mais comuns de 

problemas na locomoção e outras debilitações físicas da postura e do movimento, causando 

distúrbios na função neuromuscular e desenvolvimento inadequado de tecidos musculares 

esqueléticos (CHRISTENSEN et al., 2014; ROSE et al., 2005; WHITNEY et al., 2017). 

Crianças diagnosticadas com PC geralmente apresentam na primeira infância 

dificuldades no desenvolvimento de habilidades motoras grossas e também dificuldades no ato 

da alimentação, a gravidade do quadro clínico varia com a extensão e região cerebral afetada 

(BAX et al., 2005). Crianças com paralisia cerebral frequentemente apresentam ainda 

distúrbios orofaciais (KRICK et al., 1996). 

Os danos neurológicos ocasionados pelas lesões cerebrais nos indivíduos acometidos 

com PC são bem extensos, algumas manifestações são comumente observadas no quadro, como 

deficiência intelectual, comprometimento à nível motor, quadros de epilepsia e outros, que 

variam de acordo com a gravidade do dano e regiões nervosas afetadas e também com a idade 

do indivíduo acometido (BAX et al., 2005). 
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2.2 Modelos de paralisia cerebral experimental 

Vários modelos foram desenvolvidos com animais afim de promover os danos cerebrais 

que acometem crianças com PC, como o modelo de asfixia que causa lesão no tálamo e tronco 

cerebral; o acidente vascular cerebral (AVC) perinatal que causa lesão cerebral comum na PC, 

ou o modelo que infringe lesão na substância branca, simulando basicamente os quadros em 

que a PC se daria por quadros de hipóxia-isquemia, ou por infecções e até pela combinação dos 

mecanismos (JOHNSTON, 2005). 

Outros estudos simulam os transtornos de migração neuronal, que replicam os danos da 

PC juntamente com outros quadros clínicos de ordem muitas vezes genéticas e ainda existem 

outros pesquisadores que combinam os modelos para assim simular de forma mais eficaz o 

quadro clínico da paralisia cerebral e então montar um panorama completo para facilitar o 

desenvolvimento de estratégias de tratamento (JOHNSTON, 2005) Dessa forma, os estudos 

experimentais que simulem a PC em animais são capazes de contribuir de forma significativa 

nos mecanismos do quadro clínico da PC, dos danos ao desenvolvimento motor e sensorial dos 

(LACERDA et al., 2017; SILVA  et al., 2016). 

Os modelos de indução da PC geralmente simulam as manifestações clínicas 

decorrentes da mesma, modelos experimentais que combinem diferentes insultos parecem ter 

mais fidedignidade ao representar os déficits dos indivíduos acometidos pela PC (JOHNSTON 

et al., 2005; COQ et al., 2008). Dessa forma o modelo proposto por Coq e colaboradores que 

combina a anoxia perinatal com a restrição sensório-motora dos membros posteriores simula 

os danos a nível de atrasos no desenvolvimento e maturação de reflexos e atividade locomotora, 

equilíbrio, coordenação, diminuição do peso corporal e até dificuldades nos movimentos 

mastigatórios (COQ et al., 2008; STRATA et al., 2004; LACERDA et al., 2017). 

Várias alterações são descritas na literatura em relação aos indivíduos acometidos pela 

PC, como por exemplo a diminuição do peso corporal, do desempenho motor e foi observado 

também em recente revisão, que os distúrbios orofaciais são encontrados em todos os modelos 

experimentais de paralisia cerebral e em diferentes espécies (SILVA et al., 2016; LACERDA 

et al., 2017). Os variados aspectos relacionados aos distúrbios que são decorrentes da PC 

reforçam a importância de ressaltar o fato de que o diagnóstico da mesma deve ser 

multidisciplinar, assim como seu tratamento, e reforçam ainda, a necessidade de estudos 

complementares. 
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2.3 Desenvolvimento do tecido ósseo 

O esqueleto humano adulto apresenta 206 ossos que em conjunto promovem ao corpo 

funções diversas como, de sustentação, movimentação e proteção do organismo, hematopoese 

e armazenamento de minerais. Cada osso é extensivamente remodelado durante toda a vida do 

organismo para se adaptar às diferentes mudanças ao longo dela, e para a substituição dos mais 

velhos por ossos mais novos, mais fortes e resistentes (DATA, et. al, 2018; CLARKE, 2008; 

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

O tecido ósseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo composto por algumas 

células, os osteoblastos que se situam na periferia da matriz e são responsáveis por sintetizá-la, 

os osteócitos, se encontram no interior de lacunas e têm a função de manter a matriz e por 

último, os osteoclastos, células multinucleadas e móveis com função de reabsorver a matriz, 

têm grande importância no processo de remodelação óssea (HENRIKSEN, et., al 2009; 

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; DATA, et. al, 2018; ROBLING, et., al 2006). 

O tecido ósseo apresenta ainda, uma matriz extracelular calcificada e é um dos 

principais componentes do esqueleto, servindo de suporte para tecidos não calcificados, 

protegendo os componentes alojados na região craniana e torácica, além de oferecer apoio e 

participar do processo de movimentação dos músculos esqueléticos, ainda tem o papel de alojar 

a medula óssea, precursora das células sanguíneas. (OLSEN et al., 2000; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2017). 

A matriz mineralizada do tecido ósseo possui componentes orgânicos e inorgânicos; 

entre os orgânicos se encontra o colágeno do tipo I, formando basicamente 90% dessa matriz, 

possui ainda, proteínas adesivas e glicosaminoglicanos e proteoglicanos, e fazendo a parte 

inorgânica apresentam-se os íons fosfato e cálcio que formam os cristais de hidroxiapatita e 

água. Esses componentes em conjunto atribuem as propriedades do tecido ósseo: rigidez, 

plasticidade e resistência. (FROST, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; CLARKE, 2008). 

Dentre as funções do tecido ósseo estão a sustentação, a proteção, desempenha o papel 

de importante depósito de alguns minerais, apresenta uma matriz mineralizada, tal matriz 

confere dureza que permite que o mesmo desempenhe as funções apontadas acima; além dessas, 

apresenta papéis importantes como o depósito de minerais como cálcio e ferro, liberando-os 

conforme a necessidade do organismo, mantendo então, uma concentração controlada nos 

sistemas. Ainda, esse tecido é capaz de absorver e estocar substâncias tóxicas, ou metais 
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pesados, protegendo assim outros tecidos (FROST, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; 

CLARKE, 2008). 

Já em relação ao desenvolvimento embriológico, os membros superiores e inferiores 

têm o início do seu desenvolvimento na 4ª semana e vão até a 8ª semana de gestação, 

compreendendo um período de 5 semanas. O desenvolvimento do tecido ósseo e muscular se 

inicia na 4ª semana de gestação (SCHOENWOLF et al., 2016). A origem, crescimento e 

desenvolvimento dos ossos, podem ser de dois tipos, a ossificação endocondral e ossificação 

intramembranosa (OLSEN et al., 2000; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). o processo de 

remodelação óssea é constante ao longo da vida, mas, é mais constante nos períodos iniciais 

(HILL, 1998). Assim, é importante observar o período neonatal como uma janela crítica para 

prevenir problemas que afetem o desenvolvimento ósseo. 

A ossificação intramembranosa ocorre em um molde de tecido mesenquimal ou no 

reparo ósseo, ela acontece quando há a diferenciação de células osteoprogenitoras que 

sintetizam uma matriz osteóide (não calcificada), os osteoblastos seguem num processo 

contínuo de formação de matriz, até que ficam presos dentro de lacunas, temos formado então: 

osteoblastos, matriz óssea e osteócitos; o tecido ósseo segue crescendo enquanto vasos 

sanguíneos se associam a matriz, esse processo continua até haver a formação do osso 

propriamente dito, esse tipo de formação óssea é comum em ossos chatos como os do crânio e 

provém o crescimento em espessura dos ossos longos (OLSEN et al., 2000; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2017; ROSS; PAWLINA, 2016). 

A ossificação endocondral, por sua vez ocorre em um molde de cartilagem hialina, onde 

há a formação de um “colar ósseo” formado por células mesenquimais (esse colar ósseo tem 

origem intramembranosa, posteriormente se inicia a ossificação endocondral); a cartilagem 

hialina é gradualmente substituída por matriz óssea, isso ocorre quando os condrócitos da 

cartilagem hialina entram em apoptose, vasos sanguíneos começam a migrar para essa região e 

a partir desses vasos há a chegada de células de osteoprogenitoras, em resumo acontece o 

crescimento do colar ósseo a substituição da cartilagem por tecido ósseo; ocorre nos ossos 

longos e curtos, proporcionando crescimento em comprimento. (MACKIE. et al., 2008; 

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ROSS; PAWLINA, 2016). 

O tecido ósseo é dividido em dois tipos de acordo com sua fase de maturação: primário 

(imaturo) e secundário (maduro), sua dinâmica é basicamente a de que o tecido imaturo é 
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gradativamente substituído pelo maduro, no tecido imaturo os osteócitos e fibras colágenas se 

organizam de forma aleatória, ao passo que no tecido ósseo maduro as fibras se organizam em 

lamelas organizadas de forma concêntrica em torno de canais de Harvers, conectados por canais 

de Volkmann (sendo esses longitudinais e transversais, respectivamente). Formando os sistemas 

de Harvers que são essenciais para a nutrição e crescimento do tecido ósseo (HENRIKSEN, 

et., al 2009; STEVENS; LOWE, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

Anatomicamente, o fêmur e a tíbia são classificados como ossos longos. Ossos desse 

tipo possuem uma largura menor em relação ao comprimento e por isso são organizados em 

uma região intermediária, a diáfise e regiões terminais, alongadas chamadas epífises que 

promovem a interação com outros ossos, constituindo as articulações (TORTORA; 

DERRICKSON, 2019). 

A osteopenia, por sua vez, é comum em pacientes com PC (FINBRÅTEN et al., 2015). 

A PC diminui a densidade mineral óssea o que leva a risco elevado de fraturas, comprometendo 

o desenvolvimento e a reabilitação funcional desses pacientes (MOON et al., 2016). Observa-

se então, a importância da realização de estudos em modelo animal para a compreensão dos 

distúrbios ósseos associados a PC, bem como do desenvolvimento de estratégias intervenção. 

2.4 Potencial dos flavonoides 

Os polifenóis são uma categoria heterogênica de compostos químicos, podendo ser de 

dois tipos, os não flavonoides (ácidos fenólicos) e os flavonoides (flavonas, flavonóis, 

flavanóis, antocianidinas, flavanonas, isoflavonas e calconas), esses compostos são 

provenientes do metabolismo secundário das plantas. Flavonóides são compostos naturais, 

sendo um dos metabólitos secundários de plantas mais abundantes do reino vegetal, são 

solúveis e de baixo peso molecular, constituídos de dois anéis benzênicos e uma cadeia de 3 

carbonos (C6-C3-C6) (CIANCIOSI et al., 2018). 

Compostos que apresentam polifenóis, são amplamente encontrados na natureza em 

plantas comestíveis ou não comestíveis e entre seus efeitos mais relatados está a capacidade 

antioxidante. Dentre as diversas funções que os polifenóis participam estão: assimilação de 

nutrientes, síntese proteica, atividade enzimática, que participam no processo fotossintético, 

formação de componentes estruturais da planta e atuam na defesa contra os fatores de risco 

presentes no ambiente (CHEYNIER; TOMAS-BARBERAN; YOSHIDA, 2015). Por isso, 

extratos de frutas, cereais, ervas e outros têm sido amplamente estudados pelo seu papel no 
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retardamento a degradação de lipídios, melhorando a qualidade nutricional do alimento 

(KÄHKÖNEN et al., 1999). 

Os flavonoides, por sua vez, são caracterizados por sua estrutura de difenil propano e 

por fazer parte dos metabólitos secundários do metabolismo de plantas. São encontrados 

principalmente em sucos, chás, e nas próprias frutas e vegetais, além de estarem presentes no 

vinho (VAUZOUR et al., 2008). Flavonoides e outros polifenóis têm sido estudados como 

importantes preventores em doenças cardíacas e no câncer. Ainda, o estado antioxidante no 

plasma de humanos tem sido melhorado a partir do consumo de vinho tinto sem álcool ou de 

compostos polifenólicos extraídos de vinho tinto. (SERAFINI et al., 1998; CARBONNEAU et 

al., 1998). 

O estudo de revisão Calderón-Montaño et al. (2011), aponta que o consumo de 

flavonoides tem sido associado a diminuição do risco de doenças como o câncer e distúrbios 

cardiovasculares. Em um estudo epidemiológico Hertog et al. (1993), avaliaram o perfil de 

ingestão de flavonoides (quercetina, kaempferol, miricetina, apigenina e luteolina) em 805 

homens, entre 65 e 84 anos, em 1985, os homens foram seguidos por 5 anos mostrando que seu 

consumo é inversamente associado a doenças cardíacas coronárias. 

O uso dos mais variados extratos de plantas, bem como de alguns flavonoides têm sido 

associados à melhora de déficits cognitivos, provavelmente associados incremento na função 

neuronal, bem como a sua proteção (YOUDIM, 2001). As propriedades neuroprotetoras dos 

flavonoides têm sido amplamente estudadas buscando elencar a multiplicidade dos efeitos dos 

mesmos. Dois processos foram indicados como primordialmente alterados pelos flavonoides 

na sua ação de melhoria das lesões cerebrais, sendo elas, a participação nas cascatas de 

sinalização de proteínas e quinases lipídicas, e também foram observados ainda efeitos 

positivos no sistema vascular cerebral (VAUZOUR et al., 2008). 

Em revisão realizada por Vauzour et al. (2008) apontam que o consumo de flavonoides 

contribui para a neuroproteção cerebral a partir da sua ação em processos como a inibição da 

apoptose celular, proteção contra lesão neuronal induzida por neurotoxinas, inibição da 

neuroinflamação, melhorias no processo de aprendizagem, melhora do desempenho cognitivo 

e da memória; cabe destacar ainda que os flavonoides são capazes de prevenir as algumas 

formas de doenças cerebrais. 
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O potencial dos flavonoides tem sido estudado também no que diz referente ao 

metabolismo ósseo, Tridax procumbens é uma planta comumente usada para tratamento de 

problemas hepáticos, anemias, artrite, gota, entre outros. Em estudos in vitro, usando os 

flavonoides isolados do extrato de Tridax procumbens foi possível observar suas propriedades 

em células-tronco mesenquimais (que tem potencial de diferenciação em células 

osteoblásticas), aumentando sua capacidade osteogênica (AL MAMUN et al., 2017; AL 

MAMUN et al., 2015). 

Achados recentes indicam ainda um importante papel dos flavonoides no que diz 

referente ao metabolismo do RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-B) 

diminuindo a diferenciação de osteoclastos e a reabsorção óssea e participanndo a diferenciação 

das células osteoblásticas o que influencia positivamente o processo de formação óssea; o 

RANKL é uma proteína que está relacionada ao fator mais importante e reconhecido na 

diferenciação dos osteoclastos. (AL MAMUN et al., 2015).  

Em estudos experimentais a densidade mineral óssea e o conteúdo mineral de 

camundongos tratados com a Tridax procumbens aumentou significativamente em comparação 

com os camundongos do grupo controle, assim como aumentou também os índices dos 

principais constituintes do metabolismo ósseo. (AL MAMUN et al., 2017). Portanto, o estudo 

de flavonoides e seus sinônimos tem grande importância na busca por formas alternativas de 

tratamento e prevenção de doenças e distúrbios. 

2.5 Kaempferol e saúde óssea 

O kaempferol (3,5,7-tri-hidroxi-2- (4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona) é um 

flavoóide conhecido ainda como: kaempferol-flavonol, kaempferol-3, apresenta como fórmula 

química C 15 H 10 O 6. o peso molecular 286,23 e seu ponto de fusão está entre 276-278 graus 

centígrados é um pó amarelo puro translúcido e cristalino, é levemente solúvel em água, mas 

possui propriedades hidrofóbicas o que acontece por causa de sua estrutura de difenilpropano é 

altamente solúvel em etanol quente e éter dietílico (CALDERÓN-MONTAÑO et al., 2011; 

PUBCHEM DATABASE, 2020). 

O kaempferol é um flavonol encontrado em diversas partes de plantas, como folhas, 

flores e sementes; e está presente em alguns vegetais, à saber: o repolho, feijão, morangos, uvas, 

brócolis, groselha, tomates, frutas cítricas, entre outros. Pode ser encontrado também em plantas 

usadas na medicina tradicional como o Ginkgo biloba. As principais propriedades conhecidas 
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do kaempferol são: anti-inflamatória, antioxidante, antitumorais, antidiabético, função 

cardioprotetora, antimicrobiana, neuroproteção, além de apresentar potencial ação anti-

carcinogênico (CALDERÓN-MONTAÑO et al., 2011; REN et al., 2019). 

Foram desenvolvidos vários estudos procurando elucidar as propriedades do kaempferol 

na saúde e sua propriedade mais notável e estudada é a de seus efeitos anti-inflamatório e 

antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo, logo após se destacam os estudos relacionados ao 

combate de diversos tipos de câncer. Em recente revisão Ren e col, 2019 desenvolveram um 

estudo acerca das propriedades do mesmo e viram que o kaempferol pode ainda, atuar na 

proteção do nervo craniano, contra lesões no fígado, doenças metabólicas, endotélio vascular, 

manutenção da função cardíaca. Porém, os mecanismos envolvidos nessa proteção ainda não 

são totalmente compreendidos; assim, mais estudos são necessários (PUBCHEM DATABASE, 

2020; REN et al., 2019). 

Figura 1 - Resumo das principais funções do Kaempferol 

 

Fonte: A autora. 

Em recente revisão Wong, Chin, Ima-Nirwana (2019) fizeram um apanhado de uma 

série de estudos usando modelos animais e in vitro para elencar os efeitos de proteção óssea 

promovidos pelo kaempferol em ratos recém nascidos, ratas ovariectomizadas com osteoporose 

pós-menopausa, com osteoporose induzida por glicocorticoides e até modelos de fraturas 
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ósseas. Os principais mecanismos de proteção óssea de forma geral seriam o de proteção do 

metabolismo osteoblasto-osteoclasto, supressão da inflamação, auxílio no controle do estresse 

oxidativo e diminuição da adipogênese. 

Além disso outras facetas também foram descobertas nos estudos in vitro como a 

diferenciação e mineralização óssea de células pré-osteoblásticas, aumento da expressão de 

proteínas relacionadas ao metabolismo ósseo, como Runx-2, OSX e BSP (todos esses genes 

estão relacionados com o metabolismo ósseo, especialmente aos osteoblastos). Já em estudos 

em modelo animal foram observados aumento na área e número de osteoblastos, e proteção da 

morfologia óssea, inibindo assim a osteopenia, dessa forma promovendo a proteção da 

arquitetura óssea de fêmur e tíbia (WONG; CHIN; IMA-NIRWANA, 2019). 

Em estudo realizado com ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas usando soluções de 

0,2 a 5,0 µM, o kaempferol apresentou ação anti-osteoclastogênica, ou seja, impede o 

desenvolvimento e diferenciação dos osteoclastos. O grupo tratado com o kaempferol obteve 

ainda o aumento da densidade mineral óssea (DMO) (TRIVEDI et al., 2008), o que pode ser 

positivo para quadros clínicos em que que o indivíduo apresente osteopenia, como é o caso de 

indivíduos com PC. 

Ainda, em um estudo realizado em células humanas de osteosarcoma (U-2 OS Line) o 

kaempferol inibiu a proliferação de células de osteosarcoma in vivo e in vitro (Huang et al., 

2010). O kaempferol combinado com outro flavonoide a quercetina em concentrações variando 

de 0,1 a 100 microM apresentaram uma eficiente ação na redução da absorção óssea de maneira 

dependente tempo e dose in vitro (WATTEL et al., 2003). 

Pacientes acometidos com algum distúrbio que culmine em uma deficiência motora 

(como é o caso da PC) apresentam o risco elevado de fraturas em decoerrência disso, têm baixo 

índice de massa óssea e de DMO, posseum ainda, peso reduzido, e assim, há o 

comprometimento da força muscular (HENDERSON, 2005). Sendo assim, o estudo de 

estratégias de intervenção terapêuticas, como o uso do kaempferol são válidas para a 

compreensão dessas doenças ou quadros clínicos e descoberta de novas formas de tratamento 

da paralisia cerebral. 
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3 HIPÓTESE 

 

O Kaempferol administrado no período neonatal diminui a osteopenia de fêmur e tíbia 

em ratos submetidos à paralisia cerebral experimental. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral: 

Avaliar o efeito do tratamento neonatal com kaempferol em ratos submetidos à 

paralisia cerebral experimental sobre parâmetros morfológicos ósseos. 

4.2 Objetivos específicos: 

A. Realizar a análise da caracterização somática: peso corporal, comprimento naso-anal e 

caudal dos animais; 

B.  Aferir peso e comprimento absoluto e relativo do fêmur e tíbia; 

C. Avaliar a densidade óssea radiográfica através de radiologia digital de regiões do fêmur 

(cabeça, colo femoral, epífises e diáfise) e tíbia (epífises e diáfise); 

D. Analisar a morfologia macroscópica e microscópica (histomorfométrica) do fêmur e da 

tíbia. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Questões éticas 

 O presente projeto foi submetido a Comissão de Ética em Uso animal (CEUA) da 

UFPE e aprovado sob o Processo nº 0063/2019 e seguiu as normas do Conselho Nacional 

de Controle e Experimentação Animal (CONCEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de 

outubro de 2008, bem como as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute 

of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. 

 

5.2 Animais e Grupos experimentais 

  

Foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar, provenientes de 20 ratas, 

mantidos no biotério de experimentação do Departamento de Nutrição da UFPE com 

temperatura de 22 + 2ºC, ciclo claro-escuro de 12/12 horas (luz 20:00h às 08:00h), os animais 

foram alojados em gaiolas coletivas de polipropileno (49X34X16cm) e livre acesso à água 

purificada e alimentação com dieta padrão de biotério (Labina®). O biotério possui exaustor 

para redução dos odores de urina e fezes. Após a confirmação da gestação, através da técnica 

de esfregaço vaginal, as fêmeas foram alojadas em gaiolas individuais.  

 Após o nascimento os filhotes foram ajustados para oito filhotes por ninhada, com peso 

entre 6-8 gramas no primeiro dia pós-natal, permanecendo com suas respectivas genitoras 

durante o período de lactação, sendo ainda nesse período distribuídos de forma aleatória nos 

subgrupos (figura 2): a) Controle Placebo (CP; n=12), b) Controle Kaempferol (CK; n=12), c) 

Paralisia Cerebral Placebo (PCP; n=12), d) Paralisia Cerebral Kaempferol (PCK; n=12). Após 

o desmame (P25), os animais foram separados em gaiolas individuais (3-4 animais por gaiola) 

até os 36° dia de vida pós-natal, quando foram eutanasiados para coleta de tecidos (ver figura 

dois para desenho experimental). 
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Figura 2- Desenho experimental dos grupos e tratamento. 

 

A composição dos grupos está de acordo com intervenção com Kaempferol ou placebo e modelo de paralisia 

cerebral ou controle. C+P (Controle + Placebo); C+K (Controle + Kaempferol); PC+P (Paralisia Cerebral + 

Placebo,) e PC+K (Paralisia Cerebral + Kaempferol). Fonte: a autora. 

 

5.3 Paralisia cerebral experimental 

 Os filhotes dos grupos PC+P e PC+K foram submetidos ao modelo experimental 

de paralisia cerebral adaptado por Strata et al., 2004 e COQ. et al., 2008. Este modelo 

associou a anoxia perinatal a um modelo de restrição sensório-motora dos membros 

inferiores semelhante a falta de movimento ocorrida na PC. Ao nascerem, os filhotes foram 

submetidos a dois episódios de anoxia, no P0 (dia do nascimento) e P1(dia um de vida). O 

método de anoxia perinatal utiliza uma câmara em banho-maria aos 37°C onde os animais 

são expostos a uma ventilação de nitrogênio por 12 minutos (N 100%, 9L/min). Do P2 ao 

P28 foi realizada a restrição sensório-motora das patas posteriores usando fita micropore, 

esparadrapo e molde feito de epóxi durante 16 horas por dia e nas 8 horas restantes, a livre 

movimentação do animal foi permitida. O processo de imobilização dos membros é feito 

de forma que seja permitido apenas movimentos limitados da articulação do quadril, 
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deixando os membros posteriores estendidos, sem que a eliminação de urina e fezes e os 

cuidados maternos sejam prejudicados (STRATA et al., 2004; COQ. et al., 2008; SILVA 

et al., 2016). 

Figura 3 - Materiais utilizados no protocolo de paralisia experimental. 

 

A. Cilindro de Nitrogênio; B. Banho-maria; C. Câmara de anoxia, D. Animal imobilizado. E. Órteses.  

Fonte: A autora. 

 

5.4 Tratamento com kaempferol ou placebo 

  

Os filhotes dos grupos CK e PCK receberam, durante os primeiros 21 dias de vida pós-

natal, o tratamento com Kaempferol (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) foi aplicado 

1mg/Kg, com volume de aplicação de 1 µl/g. Utilizou-se DMSO (dimetilsulfóxido ou sulfóxido 

de dimetilo) para dissolver o kaempferol e preparar solução estoque obtida pela mistura de 

50mg de kaempferol e 5ml de dimetilsulfóxido (DMSO) (m/v), alíquotas de 20μl que foram 

mantidas à -80°C em tubos eppendorfs identificados e protegidos da luz. No dia da aplicação 

foram acrescidos 1980μl de solução salina comercial à alíquota, obtendo um volume final de 

2ml. Desta mistura, foram preparadas seringas com volumes (1ml/100g) de acordo com o peso 

de cada animal. O kaempferol foi aplicado via intraperitoneal (Lagoa et al., 2009). Os filhotes 

dos grupos CP e PCP receberam, durante os primeiros 21 dias de vida pós-natal veículo salina 
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+ DMSO (0,9% NaCl, via intraperitoneal), ver figura 4 para compreensão do delineamento do 

estudo. 

Figura 4 - Resumo delineamento experimental durante o período experimental. 

 

Fonte: A autora. 

5.5 Análises experimentais 

 

5.5.1 Caracterização somática 

5.5.1.1 Peso corporal 

O peso corporal dos filhotes foi registrado ao nascimento, e nos dias P1 à 21, P28 

e P36 dias de vida com balança de precisão Marte (AD 2000). 

5.5.1.2 Comprimento naso-anal  

O comprimento naso-anal foi avaliado nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 36 com o auxílio de 

um paquímetro digital (JOMARCA ®). A distância em milímetros entre o focinho e a base 

da cauda do animal foi medida. O animal foi comprimido suavemente em uma superfície 

lisa e plana, então foram feitas marcações com caneta, foi medida a distância em milímetros 

entre essas marcações. 

5.5.1.3 Comprimento caudal:  

O comprimento da cauda dos filhotes também foi avaliado nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 

36 com o auxílio de um paquímetro digital (JOMARCA ®).  Foi realizada a marcação com 

caneta da base da cauda e da sua extremidade, e a distância em milímetros entre essas 

marcações foi medida.  
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5.5.2 Aferição do peso e comprimento do fêmur e tíbia 

 

No 36° dia pós-natal (P36) os animais foram eutanasiados por perfusão transcardíaca e 

os ossos foram coletados. Após a dissecção, os ossos da tíbia e fêmur direitos foram 

imediatamente pesados em uma balança de precisão de 0,01 g (Marte AD 330). O comprimento 

total dos ossos da tíbia e do fêmur foram aferidos utilizando um paquímetro digital (Jomarca 

®) com uma precisão de 0,01 mm. Sobre superfície lisa com sua face ventral voltada para cima.  

5.5.3 Análises radiográficas de fêmur e tíbia 

 

Os fêmures e tíbias direitos foram alinhados na placa de fósforo e radiografados (figura 

5). Todas as imagens foram adquiridas utilizando o aparelho de raios X Heliodent Plus (Sirona 

Dental Systems, Bensheim, Alemanha) operando a 70kVp e gráfico 7mA e o sistema digital 

intraoral Express (Instrumentarium, Tuusula, Finlândia). Placas de fósforo Digime Optime® 

(Soredex, Helsinki, Finlândia) foram utilizadas para a realização de radiografias digitais. O 

tempo de exposição foi padronizado em 0,10 segundos e a distância utilizada foi padronizada 

em 30 cm de altura com dispositivo sensor de foco de acrílico para todos os exames 

radiográficos. Os espécimes, bloco de chumbo e penetrômetro (contendo 8 graus, com intervalo 

de 1 mm entre eles) foram sempre colocados na placa de fósforo na mesma posição conforme 

protocolo adaptado de De Marcelos et al. (2015).  

As imagens foram salvas no formato PNG e exportadas para o programa ImageJ (U.S. 

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) onde foram medidos os valores de 

pixel de cada grau do penetrômetro e da área de regiões ósseas de interesse do fêmur (cabeça, 

colo, epífises e diáfise) e da tíbia (epífises e diáfises). Uma curva foi preparada por meio de um 

gráfico de dispersão com valores de pixel versus o mmAl correspondente. Assim, obteve-se o 

valor em mmAl das regiões analisadas. Os dados foram tabulados no programa Microsoft Office 

Excel 2016 em uma planilha para cada imagem radiográfica. Essas avaliações radiográficas 

foram feitas por um único avaliador previamente calibrado. 
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Figura 5 - A- Equipamento radiográfico. B- Exemplo de radiografia. 

 

Fonte: A autora 

5.5.4 Análise histológica e histomorfométrica de fêmur e tíbia 

  

As tíbias e fêmures esquerdos foram dissecados e fixados em solução de formol a 10% 

por dois dias e depois lavadas em solução tampão de PBS. Foram então incluídos em solução 

descalcificadora EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) sendo colocadas em uma mesa 

agitadora por aproximadamente dois meses, quando constatada a descalcificação, a solução de 

EDTA foi descartada, os ossos lavados novamente em PBS e armazenados em solução de álcool 

a 70% até a realização do processamento histológico. Posteriormente, as peças foram 

desidratadas com soluções crescentes de álcool 70%, diafanizadas em álcool xilol, depois xilol 

e incluídas em parafina.  

 Para a análise histomorfométrica foram utilizados cortes transversais da diáfise da tíbia 

e do fêmur de cada animal. As lâminas foram coradas por Hematoxilina / Eosina (HE) e 

analisadas por microscopia de luz utilizando uma câmera digital Tucsen ISH1000 acoplada a 

um microscópio óptico Nikon eclipse E200 sob foco fixo e clareza de campo, utilizando o 

software ISCAPTURE 4.1.3, nesses cortes, a espessura do osso cortical e área medular foi 

analisada por meio da aquisição de imagens das diáfises com aumento final de 40× Foram 

efetuadas três e quatro medições em cada corte histológico, respectivamente, na tíbia e no 

fêmur, priorizando as regiões superior, inferior e lateral de cada corte (adaptado de 
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CARVALHO et al., 2010). Para determinar a espessura, o osso cortical foi medido desde a 

superfície periosteal até a superfície endosteal utilizando-se o programa ImageJ (U.S. National 

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) adequadamente calibrado. Quanto a análise 

histológica, foram feitas aquisição de imagens conforme descrito acima da região da diáfise da 

tíbia para análise do número de lacunas de osteócitos por campo e área das células, que foram 

analisadas no aumento final de 400x utilizando-se o programa ImageJ (U.S. National Institutes 

of Health, Bethesda, Maryland, EUA) adequadamente calibrado. 

5.6 Análise dos dados 

 Os resultados foram expressos como média ± e.p.m. (erro padrão da média). A análise 

de normalidade da amostra foi realizada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os 

dados considerados paramétricos, a comparação entre os grupos foi realizada por meio do 

ANOVA two way ou two way medidas repetidas, seguidos do pós-teste de Tukey. Quando foram 

não paramétricos foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn’s. As 

análises foram realizadas no GraphPad PRISM 7 ® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, 

USA) e o nível de significância considerado foi de p<0,05. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados e a discussão estão apresentados em forma de artigo original, com 

posterior submissão a Revista BMC Musculoskeletal Disorders / B1 Nutrição – está redigido, 

portanto, de acordo com as normas previstas pela Revista [Ver Apêndice A]. 

“A kaempferol treatment during early life causes increase of body weight, naso-anal 

length and enlargement of osteocyte lacunae in bone of rats with experimental cerebral 

palsy”  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em resumo, os nossos dados mostram que o modelo de paralisia cerebral reduziu 

drasticamente o desenvolvimento dos animais no que diz respeito ao peso corporal, 

comprimento naso-anal, levou também a alterações nos ossos estudados fêmur e tíbia, como a 

redução do peso absoluto e comprimento, redução da espessura cortical e da área medular, e 

apresentou diminuição da radiopacidade óssea e por fim, menor área de lacunas. E o tratamento 

com kaempferol atenuou os efeitos relativos ao peso corporal e comprimento naso-anal, bem 

como histologicamente pode observar o aumento da área e do número de lacunas. São 

necessários mais estudos para verificar se esta melhoria no desenvolvimento ósseo pode ser 

ampliada ao longo do tempo. 
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ABSTRACT 

Background: We sought to evaluate the effect of neonatal treatment with kaempferol 

in rats submitted to experimental cerebral palsy (CP) on physical characteristics, 

macroscopic morphometry, bone radiopacity, and microscopic analysis of the cortical 

bone. 

Methods: Male Wistar rats distributed in the subgroups were used: a) Placebo Control 

(C+P), b) Kaempferol Control (C+K), c) Placebo Cerebral Palsy (CP+P), d) Kaempferol 

Cerebral Palsy (CP+K). The CP model consisted of the association of perinatal anoxia 

and sensory motor restriction of the hind legs. After weaning (P25), the animals were 

separated in cages until the 36th day of postnatal life, when they were euthanized to 

collect bone, femur and tibia tissues and weight, length and bone histomorphometry 

and radiographs were performed. Statistical analysis was used considering a 5% 

significance level.  

Results: Our results suggests that in P36 the induction of experimental CP promoted 

the following results: decreased in body weight and naso-anal length, reduction of 

absolute weight and size of tibia and femur, reduction of cortical thickness and 

medullar area, higher density lacunar and lower area of lacunae, reduced the bone 

radiopacity of the analyzed regions of the femur and tibia. On the data of the animals 

submitted to CP and that received treatment with kaempferol compared to the CP 
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group that received placebo suggest that in P36 (CP+K vs. CP+P) we have the 

following results: increase in body weight and naso-anal length and increase in density 

of lacunae and area of lacunae. 

Conclusion: In summary our data show that the cerebral palsy model has drastically 

reduced the development of the animals with respect to decreased in body weight and 

naso-anal length, reduction of absolute weight and size of tibia and femur, reduction 

of cortical thickness and medullar area, lower area of lacunae, reduced the bone 

radiopacity of the analyzed regions of the femur and tibia, and that the treatment with 

kaempferol has attenuated the effects concerning body weight and naso-anal length, 

as well as histologically can observe the increase in the area and number of lacunae. 

More studies are necessary to verify if this improvement in bone development can be 

extended over time. 

Key-words: cerebral palsy; 3.5.7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one; 

flavonoid; bone; tibia; femur". 

BACKGROUND 

Cerebral palsy is one of the most common motor disabilities in childhood 

developmental. Is a group of disorders that culminate in limitations in movement and 

posture of committed individuals, these disorders are related to damage that affects 

the developing brain (1–3). Commonly, children with CP are likely to present low-

impact fractures and, hypertension, muscle weakness and decreased bone mineral 

density (4,5). In developed countries CP has an estimated average rate of 3 for every 

1,000 live births and in underdeveloped countries this figure can come to 7 for every 

1000 live births(2,6,7). 



    46 

The poor nutritional status of individuals with CP can be associated with 

retardation in motor development that can further compromise bone tissue 

development (8,9). There are few early treatment strategies for CP, so we highlight the 

pharmacological or flavonoid supplementation treatment, that has been extensively 

studied regarding the maintenance of brain health (10), prevention of 

neurodegenerative diseases and also osteoporosis (11). Flavonoids have been 

studied with respect to improvement in bone metabolism (osteogenic capacity), and 

increase in bone mineral density(12,13). 

Kaempferol is a flavonoid compound that presents several functions associated 

with bone protection and decreased osteopenia. In studies on models of osteoporosis 

induced by ovariectomy and models of bone fractures it was observed that the use of 

kaempferol promoted bone protection (14), increased bone mineral density (15). Thus, 

the study of therapeutic intervention strategies, such as the use of kaempferol are valid 

for the understanding of the clinical conditions and the discovery of new forms of 

cerebral palsy treatment. 

The being is the result of the interaction of his set of genes with the environment 

in which he is inserted, as a bioproduct of this operation we have the phenotype. 

Several changes can occur in the initial periods of an individual's life and lead to 

changes in the functional and metabolic structure of the individual(16–18). Thus, the 

individuals have in the perinatal period an optimal critical window for the realization of 

interventions. Therefore, researchers have been studying extensively the phenotype 

of phenotypic plasticity, phenotypic plasticity can be defined as a phenomenon in which 

a genotype exposed to different environmental conditions can come to originate 

different phenotypes. These adaptive responses are also called "plastic responses" 
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where this individual can alter his morphology, activity rate and physiological or 

behavioral state(19,20).  

In rodent models of cerebral palsy reduction of body weight, food consumption, 

reduction of locomotor activity compared to control animals are observed (21,22). In 

this context our objective was to evaluate if kaempferol administered in the in early 

period reduces the damages caused by CP experimental in what concerns bone 

metabolism and physical characteristics of male Wistar rats. 

METHODS 

Ethics statement 

All animal experiments were conducted in accordance with guidelines from 

Animal Research: National Council for Animal Control and Experimentation 

(CONCEA), in accordance with law 11.794 of 8 October 2008, as well as international 

standards established by the National Institute of Health Guide for Care and Use of 

Laboratory Animals and the ethics committee for animal use (CEUA) of Universidade 

Federal de Pernambuco. 

Animals 

48 male Wistar rats were used. from 20 rats, kept in a bioterium at the UFPE 

Department of Nutrition with a temperature of 22 + 2ºC. light-dark cycle from 12/12 

hours (light 20: 00h to 08: 00h), the animals were housed in groups polypropylene 

cages (49X34X16cm) and free access to purified water and feeding with a standard 

diet (Labina®). The bioterium has an exhaust fan to reduce the odor of urine and feces.  

After confirmation of pregnancy the females were housed in individual cages. 

After birth the pups were adjusted to eight pups per litter, weighing between 6-8 grams 
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on the first postnatal day, remaining with their respective mothers during the lactation 

period. In each litter the animals are randomly assigned to the 4 experimental groups 

according to CP induction and treatment with kaempferol: they have been distributed 

in the following subgroups: a) Control placebo (C+P; n= 12), b) Control Kaempferol 

(C+K; n= 12), c) Cerebral palsy placebo (CP+P; n= 12), d) Cerebral Palsy Kaempferol 

(CP+K; n= 12). After weaning (P25). the animals were separated in individual cages 

(3-4 animals per cage) until the 36th day of postnatal life (P36) when they were 

euthanized for tissue collection. 

Experimental Model of CP 

The pups of the CP+P and CP+K groups were submitted to the experimental 

model of cerebral palsy adapted by Strata et al., 2004 and COQ. et al., 2008. This 

model associated perinatal anoxia with a model of sensorimotor restriction of the lower 

limbs similar to the lack of movement that occurred in CP. At birth, the pups were 

subjected to two episodes of anoxia. at P0 (day of birth) and P1 (day one of life). The 

perinatal anoxia method uses a chamber in a water bath at 37°C where the animals 

are exposed to nitrogen ventilation for 12 minutes (100% N. 9L/min). From P2 to P28, 

sensorimotor restriction of the hind legs was performed using micropore tape and 

epoxy mold for 16 hours a day, during the rest of day the free movement was allowed 

(23,24). 

Treatment with kaempferol or placebo 

During the first 21 days of postnatal life (P1 to P21) the pups from groups C+K 

and CP+K received treatment with Kaempferol (Cayman Chemical. Ann Arbor. MI. 

USA), was applied 1mg/Kg, with an application volume of 1 µ/g. DMSO (dimethyl 

sulfoxide) was used to dilute the stock solution and preparing kaempferol obtained by 
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mixing 50mg of kaempferol and 5ml of dimethylsulfoxide (DMSO) (m/v), 20μl aliquots 

that was kept at -80 ° C in eppendorfs identified and protected from light. On the day 

of application. 1980μl of commercial saline was added to the aliquot, obtaining a final 

volume of 2ml. Accordingly, syringes were prepared with volumes (1ml / 100g) 

according to the weight of each animal. The kaempferol and placebo was administered 

intraperitoneally (25). The pups of the CP and CP+P groups received. during the first 

21 days of postnatal life. saline + DMSO (0.9% NaCl intraperitoneally). 

Experimental analysis 

Measurement of Body Weight. naso-anal and tail length 

The pups body weight was recorded at birth, and on days P1 to 21, P28 and 

P36 days of life with precision balance Marte (AD 2000). The naso-anal and tail lengths 

of the pups were also evaluated on days 1, 7, 14, 21, 28 and 36 with Digital calliper 

(Jomarca ®). 

Measurement of the weight and length of the femur and tibia bone’s 

After dissection. the bone of the right tibia and femur were immediately weighed 

on a precision balance of 0.01 g (Marte AD 330). The total length of the bones of the 

tibia and femur were measured using a digital caliper (Jomarca ®) with an accuracy of 

0.01 mm on a smooth surface with its ventral face facing upwards. 

Radiopacity analysis 

The right femur and tibia were aligned and scanned on the phosphorus plate 

and radiographed. All images were acquired using the Heliodent Plus X-ray machine 

(Sirona Dental Systems. Bensheim, Germany) operating at 70kVp and 7mA graph and 

the Express intraoral digital system (Instrumentarium, Tuusula, Finland). Digime 
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Optime® phosphor plates (Soredex. Helsinki. Finland) were used to perform digital 

radiographs. The exposure time (ET) was standardized in 0.10 seconds. The distance 

used was standardized at a height of 30 cm with an acrylic focus-sensor device for all 

radiographic exams. The specimens, lead block and penetrometer (containing 8 

degrees. with an interval of 1 mm between them) were always placed on the phosphor 

plate in the same position. 

The images were saved in PNG format and exported to the ImageJ program 

(U.S. National Institutes of Health. Bethesda. Maryland. USA, version 1.50i) in which 

the pixel values of each degree of the penetrometer and the area of bone regions of 

the femur (head, neck, epiphysis and diaphysis) and tibia (epiphysis and diaphysis) 

were measured. A curve was prepared using a scatter plot with pixel values versus the 

corresponding mm AL (aluminum millimeters). Thus, the value in mm AL of the 

analyzed regions was obtained. The data were tabulated in the Microsoft Office Excel 

2016 program in a spreadsheet for each radiographic image. The radiographic 

evaluations were made by a single, previously calibrated evaluator. 

Histological and histomorphometric analysis 

The left tibias and femurs were dissected and fixed in 10% formalin solution for 

two days and then washed in PBS buffer solution. They were then included in an EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid) decalcifying solution and placed on a shaking table 

for approximately two months. When decalcification was verified, the EDTA solution 

was discarded, the bones were washed again in PBS and stored in a 70% alcohol 

solution until histological processing. Subsequently, the pieces were dehydrated with 

increasing solutions of 70% alcohol, diaphanized in xylol alcohol, then xylol and 

embedded in paraffin. 
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For histomorphometric analysis, cross sections of the tibial diaphysis and femur 

of each animal were used. The slides were stained by Hematoxylin/Eosin (HE) and 

analyzed by light microscopy using a Tucsen ISH1000 digital camera coupled to a 

Nikon eclipse E200 optical microscope under fixed focus and field clarity, using 

ISCAPTURE 4.1 software. 3 In these sections, cortical bone thickness and medullary 

area were analyzed by imaging the diaphyses at a final magnification of 40×. Three 

and four measurements were taken on each histological section, respectively, of the 

tibia and femur, prioritizing the upper, lower, and lateral regions of each section. To 

determine the thickness, the cortical bone was measured from the periosteal surface 

to the endosteal surface using the appropriately calibrated ImageJ software (U.S. 

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). As for the histological 

analysis, images of the region of the tibial diaphysis were acquired as described above 

to analyze the number of osteocyte lacunae per field, area and perimeter of the cells, 

which were analyzed at a final magnification of 400x using the ImageJ program (U.S. 

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) appropriately calibrated. 

Statistical Analysis 

The results were expressed as mean ± S.E.M. (standard error of the mean). 

The normality analysis of the sample was performed using the Kolmogorov-Smirnov 

test. For the data considered parametric, the comparison between the groups was 

performed using the ANOVA two way or two-way repeated measures, followed by the 

Tukey post-test; when the data was non-parametric, the Kruskal-Wallis test was 

performed, followed by the Dunn’s post-test. The analyzes were performed in 

GraphPad 7® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) e and the level of 

significance considered was p <0.05. 
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RESULTS 

Physical characteristics 

Body weight 

In the evaluation of body weight (Figure 1) there was a statistical difference in 

the postnatal days 21, 28 and 36 [F (3. 28) = 35.26; p <0.0001]. At 21 days of postnatal 

life, it was observed that the weight of the CP+P animals was significantly lower when 

compared to the weight of the animals of the C+P group (CP+P= 23.94±1.611 vs. 

C+P= 39.59±1.106, p<0.01). At 28 days of postnatal life was again observed that the 

weight of the CP+P animals was lower compared to C+P (CP+P= 35.07± 3.333 vs. 

C+P= 67.35 ± 2.339, p<0.0001). At 36 days of postnatal life the weight of the placebo 

paralysis animals remained lower than the weight of the C+P animals (CP+P= 63.43± 

6.197 vs. C+P= 115.5± 8.025, p<0.0001). 

It can be seen that the experimental cerebral palsy model significantly reduced 

the animals' weight. It was also observed an increase in body weight of animals CP+K 

group compared to CP+P group. (CP+K= 76.40 ± 4.908 vs. CP+P= 63.43± 6.197, 

p<0.05) which demonstrates that the treatment with kaempferol was able to increase 

the body weight of rats submitted to cerebral palsy. when compared with the placebo 

cerebral palsy group. 

Naso-anal length 

In the assessment of naso-anal length (figure 1) there was a statistical 

difference in the postnatal days 14. 21. 28 and 36 [F (3. 28) = 39.65; p <0.0001]. At 14 

days of postnatal life. the length of the animals in the CP + P group was shorter when 

compared to the C+P group (CP+P= 74.77 ± 1.835 vs. C+P= 82.84 ± 1.549, p <0.05). 

At 21 days, the length of the CP+P animals was shorter when compared to the C+P 



    53 

group (CP+P = 86.00 ± 1.291 vs. C+P = 100.7 ± 1.123, p <0.0001). At 28 and 36 days 

the length of the animals in the CP+P group remained shorter when compared to the 

C+P group. postnatal day 28 (CP+P= 104.9 ± 1.578 vs. C+P= 117.2 ± 2.482, p <0.001) 

postnatal day 36 (CP+P= 124.7 ± 1.687 vs. C+P =144.5 ± 4.066, p <0.0001). These 

data demonstrate that the cerebral palsy model was able to significantly decrease the 

length of animals submitted to paralysis. 

On day 36. an increase in the length of the animals in the CP+K group compared 

to the CP+P group was also observed (CP+K = 132.7 ± 2.296 vs. CP+P = 124.7 ± 

1.687, p <0.05). It is observed. therefore. that the neonatal treatment with kaempferol 

was able to increase the naso-anal length of the animals submitted to cerebral palsy 

when compared with the placebo group. 

Tail length 

Regarding the tail length of the animals that was evaluated on days 7, 14, 21, 

28 and 36. (Figure 1) [F (3. 28) = 6.621; p = 00016]. There was significant difference 

on the P21, P28 and 36. In P21 the differences are restricted to group CP+P compared 

to C+K (CP+P 44.65±2.058 vs. C+K= 53.43±2.140). In P28 the differences were 

between CP+K and C+K (CP+P=53.86±2.001 vs. C+K= 67.99±1.643) and between 

CP+K and control groups (CP+K= 53.58±2.548 vs. C+P= 62.17±1.765) and (CP+K= 

53.58±2.548 vs. C+K= 67.99±1.643). On the P36 the CP+P group shows a shorter tail 

length than the C+P group (CP+ P = 64.67 ± 3.432 vs. C+P = 75.42 ± 3.428, p <0.01). 

In relation to the cerebral palsy animals no significant differences were observed in the 

pups tail length during the experiment, although a tendency to increase was observed 

in the postnatal day 36. 
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Figure 1: Physical characteristics- Body weight (A), naso-anal length (B) and caudal 

length (C) of animals in the postnatal days 7, 14, 21, 28 and 36. The composition of 

the groups is with intervention with Kaempferol or placebo and model of cerebral palsy 

or control. C+P (Control + Placebo, n=8); C+K (Control + Kaempferol, n= 8); CP+P 

(Cerebral Palsy + Placebo, n=8); CP+K (Cerebral Palsy + Kaempferol, n=8). The data 

are presented in mean and standard error of the mean and were analyzed by the two-

way ANOVA test repeated measures followed by the post-hoc Tukey test. *= 

differences between CP+P and C+P; **= differences between CP+K and C+K; #= 

differences between CP+P and CP+K 

Macroscopic morphometry  

Femur Weight 
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In the evaluation of the absolute weight of the femur (figure 2) there was a 

statistical difference between the groups [F (3. 21)= 28.97, p <0.0001]. The CP+P 

group had a lower absolute weight when compared to the C+P group (CP+P= 0.2649 

± 0.01490 vs. C+P= 0.4425±0.01057, p <0.0001) The CP+K group had lower absolute 

weight when compared the C+K group (CP+K= 0.2998 ± 0.02377 vs. C+K= 0.4041 ± 

0.02185, p = 0.0006). These data demonstrate that cerebral palsy drastically reduces 

the absolute femur weight of animals submitted to CP, there is also a tendency to 

increase the absolute bone weight of the animals of the CP+K group compared to the 

CP+P group. Regarding the relative weight (figure 2), no significant differences were 

observed between the groups [F (3. 21) = 1.280. p = 0.3070]. 

Tibia Weight 

In the evaluation of the absolute weight of the tibia (figure 2). there was a 

statistical difference between the groups [F (3. 21) = 11.18; p= 0.0001]. The CP+P 

group had lower tibial weight when compared to the C+P group (CP+P = 0.2158 ± 

0.01585 vs. C+P = 0.3368 ± 0.01722, p= 0.0005). The CP+K group also had lower 

absolute tibia weight when compared to C+K (CP+K=0.2443±0.02319 vs. C+K= 

0.3223 ± 0.009273, p = 0.0241). Demonstrating that cerebral palsy significantly 

reduces the absolute tibial weight of the CP animals compared to the animals in the 

control group. Regarding the absolute tibia weight of the CP groups. we can see a 

tendency to increase in the kaempferol group when compared to the placebo group. 

Regarding the relative weight (figure 9). there were no statistical differences between 

the groups [p = 0.1812].  
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Figure 2: Macroscopic evaluation- Absolute (A, B) and relative weight (C,D) of the 

femur and tibia bones in P36. The composition of the groups is in agreement with 

intervention with Kaempferol or placebo and model of cerebral palsy or control. C+P 

(Control + Placebo, n=8); C+K (Control + Kaempferol, n= 8); CP+P (Cerebral Palsy + 

Placebo, n=8); CP+K (Cerebral Palsy + Kaempferol, n=8). The data are presented in 

mean and standard error of the mean and were analyzed by the two-way ANOVA test, 

followed by the post-hoc Tukey test or by the Kruskal-Wallis test followed by the post-

hoc Dunn’s test. *= differences between CP+P and C+P; **= differences between 

CP+K and C+K; #= differences between CP+P and CP+K 

Femur Length 

In the evaluation of the absolute length of the femur (figure 3). statistical 

differences were observed between the groups [F (3. 21) = 37.98; p <0.0001]. The 

CP+P group had a lower absolute length when compared to the C+P group (CP+P = 
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19.02 ± 0.4555 vs. C+P= 23.32±0.1796, p <0.0001). The CP+K group also had a lower 

absolute length of the femur when compared as compared to C+K group also had 

lower absolute length of the femur (CP+K= 19.54±0.5909 vs. C+K= 22.85±0.3755, 

p<0.0001). The data demonstrate that experimental cerebral palsy decreases the 

absolute length of the femur. when compared with the control groups. There were no 

statistical differences between the CP+P and CP+K groups, but a slight improvement 

trend related to animals treated with kaempferol (CP+K). In relation to the relative 

length of the femur (figure 2), no statistical differences were observed between the 

groups p = 0.2464. 

Tibia Length 

The data related to the absolute length of the tibia (figure 3) demonstrate 

significant differences between the groups [F (3. 21) = 19.38; p<0.0001]. It is observed 

that the absolute tibial length of the animal’s CP+P was smaller when compared to the 

group C+P (CP+P= 21.55± 0.7307 vs. C+P= 26.75± 0.4071, p<0.0001). The CP+K 

group also had the lowest absolute length when compared to the C+K group 

(CP+K=21.87±0.8632 vs. C+K=26.53±0.4748, p= 0.0003). This demonstrates that 

cerebral palsy significantly reduces the absolute tibial length of animals compared to 

control groups. The relative length did not show significant variation between the 

groups. 
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Figure 3: Macroscopic evaluation- Relative absolute length of the femur and tibia 

bones in P36. The composition of the groups is in agreement with intervention with 

Kaempferol or placebo and model of cerebral palsy or control. C+P (Control + Placebo, 

n=8); C+K (Control + Kaempferol, n= 8); CP+P (Cerebral Palsy + Placebo, n=8); CP+K 

(Cerebral Palsy + Kaempferol, n=8). The data are presented in mean and standard 

error of the mean and were analyzed by the two-way ANOVA test, followed by the 

post-hoc Tukey test or by the Kruskal-Wallis test followed by the post-hoc Dunn’s test. 

*= differences between CP+P and C+P; **= differences between CP+K and C+K; #= 

differences between CP+P and CP+K 

Radiopacity results 

The data related to radiopacity of the femur regions (head, neck, epiphysis and 

diaphysis) show differences between the cerebral palsy and control groups (see table 

1). The CP+P group shows a decrease in radiopacity in all regions evaluated when 
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compared to the C+P group in Tukey's multiple comparisons test; head (CP+P vs C+P 

p: 0.0022), neck (CP+P vs C+P p: 0.0082), proximal epiphysis (CP+P vs C+P p: 

0.0031), diaphysis (CP+P vs C+P p: 0.0068) and distal epiphysis (CP+P vs C+P 

p:0.0005;). Differences are also observed when comparing the CP+K group with the 

C+K group in the head of femur (CP+K vs C+K p:0.0069), neck (CP+K vs C+K 

p:0.0086), proximal epiphysis (CP+K vs C+K p:0.0033), diaphysis (CP+K vs C+K 

p:0.0044) and distal epiphysis (CP+K vs C+K p:0.0022).  

Regarding the tibia (see table 2) the CP+P group also presents a decrease in 

radiopacity in the evaluated regions (proximal epiphysis, diaphysis and distal 

epiphysis) when compared to the C+P in Tukey's multiple comparisons test; proximal 

epiphysis (CP+P vs C+P p: 0.0008), diaphysis (CP+P vs C+P p: 0.0063) and distal 

epiphysis (CP+P vs C+P p: 0.0069;); likewise, the CP+K group presents a decrease 

when compared to the control groups in the proximal epiphysis (CP+K vs C+K p: 

0.0110). Regarding the experimental cerebral palsy groups (CP+P and CP+K), no 

significant differences were observed between the groups in the analyzed regions. 

These data show that the cerebral palsy model reduced the bone radiopacity of the 

analyzed regions of the femur and tibia. likewise, no differences were observed 

between the control groups. 

GROUPS 

 C+P C+K CP+P CP+K F VALUE 

Femur head 0.85±0.058 0.86±0.037 0.54±0.044 0.59±0.068 
F (3. 15) = 11.88 

P=0.0003 

Femur neck 0.84±0.056 0.92±0.059 0.57±0.035 0.65±0.068 
F (3. 15) = 10.48 

P=0.0006 

Proximal  
Epiphysis 

0.84±0.057 0.91±0.057 0.56±0.031 0.63±0.064 
F (3. 15) = 12.96 

P=0.0002 

Diaphysis 0.86±0.054 0.92±0.070 0.59±0.031 0.64±0.064 
F (3. 15) = 11.19 

P=0.0004 

Distal  
Epiphysis 

0.99±0.052 1.0±0.080 0.65±0.028 0.73±0.052 
F (3. 15) = 16.15 

P<0.0001 
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Table 1: Evaluation of bone radiopacity of the femoral regions (head, femoral neck, 

epiphysis and diaphysis). The composition of the groups is with intervention with 

Kaempferol or placebo and model of cerebral palsy or control. C+P (Control + Placebo, 

n=6); C+K (Control + Kaempferol, n= 6); CP+P (Cerebral Palsy + Placebo, n=6); CP+K 

(Cerebral Palsy + Kaempferol, n=6). The data are presented in average and standard 

error of the mean and were analyzed by the two-way ANOVA test, followed by the 

post-hoc Tukey test.  

 

Table 2: Evaluation of bone radiopacity of tibia regions (proximal epiphysis, diaphysis 

and distal epiphysis). The composition of the groups is with intervention with 

Kaempferol or placebo and model of cerebral palsy or control. C+P (Control + Placebo, 

n=6); C+K (Control + Kaempferol, n= 6); CP+P (Cerebral Palsy + Placebo, n=6); CP+K 

(Cerebral Palsy + Kaempferol, n=6). The data are presented in mean and standard 

error of the mean and were analyzed by the two-way ANOVA test, followed by the 

post-hoc Tukey test.  

Microscopic morphometry 

Microscopic results of the cortical bone 

Cortical thickness 

GROUPS 

 C+P C+K CP+P CP+K F VALUE 

Proximal  
Epiphysis 

0.85±0.058 0.85±0.042 0.56±0.040 0.63±0.041 
F (3. 15) = 13.01 

P=0.0002 

Diaphysis 0.87±0.063 0.78±0.028 0.58±0.068 0.57±0.061 
F (3. 15) = 8.109 

P=0.0019 

Distal  
Epiphysis 

0.90±0.060 0.77±0.033 0.58±0.086 0.58±0.067 
F (3. 15) = 7.208 

P=0.0032 
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Regarding the cortical thickness of the femur, there are differences between the 

groups [F (3, 18) = 8,996; P=0,0007] (see figure 4 and 5). The CP+P group presented 

lower cortical thickness when compared to the C+P group (CP+P= 263,8 ± 12,18 vs. 

C+P = 367,5 ±20,72, p= 0,0034). The CP+K group also showed lower cortical 

thickness when compared to the C+K (CP+K= 274,3 ±16,29 vs. C+K = 354,5 ± 12,91; 

p= 0,0244). No significant difference is observed between CP groups although there 

is a graphic tendency (p=0,9749). 

Concerning the cortical thickness of the tibia, there are differences between the 

groups [F (3. 21) = 10.77; P=0.0002] (see figure 4 and 5). The CP+P group showed 

lower cortical thickness when compared to the C+P group (CP+P= 264.6 ± 16.47 vs. 

C+P =344.4 ±12.15, p=0.0031). The CP+K group also showed lower cortical thickness 

when compared to the C+K (CP+K= 285.5 ±13.69 vs. C+K =360.3 ±9.539, p= 0.0056). 

No significant difference is observed between CP groups although there is a graphical 

tendency (p=0.7184). 

Medullar area  

Referring to the medullary area of the femur it is possible to observe differences 

between the groups [F (3. 18) = 10.43; P=0.0003] (see figure 4 and 5) The CP group 

presented lower medullary area when compared to the C+P group (CP+P= 

693403.8±40668.8 vs. C+P =1236174.3±146620.2, p=0.0083). The CP+K group also 

showed smaller medullary area when compared to the C+K (CP+K= 

716723.4±52492.7 vs. C+K=1329343.2±128968.3, p= 0.0030). No significant 

difference was observed between the experimental cerebral palsy groups. 

On the data of the medullary area of the tibia, it is possible to observe 

differences between groups [F (3. 21) = 19.92; P<0.0001] (see figure 4 and 5) The 



    62 

CP+P group presented lower medullary area when compared to the C+P group 

(CP+P= 398175.2 ± 34840.3 vs. C+P =558913.3 ± 27636.6, p=0.0002). The CP+K 

group also showed a smaller medullary area when compared to the C+K (CP+K= 

457521.3±39110.0 vs. C+K=608797.6±34307.1, p=0.0003). No significant difference 

was observed between the experimental cerebral palsy groups. although a trend is 

observed (p=0.2339). 

Lacunar density 

The data regarding the lacunar density are presented in figure 4, and is 

illustrated in figure 6 show that there are statistical differences only between the groups 

[Kruskal-Wallis statistic 16.79; p=0.0008]. CP+K and CP+P (CP+K=33.31± 0.9280 vs. 

CP+P=28.28±0.8015, p=0.0003); Between CP+P and control groups the difference 

was not significant, although graphically there is a trend (C+P vs. CP+P, p: 0.7280; 

C+K vs. CP+P, p: 0.1289), the same occurs between the CP+K group and controls 

(C+P vs. CP+K, p: 0.0795; C+K vs. CP+K, p: 0.5051). 

Lacunar area 

The data related to the lacunar area are presented in figure 4, and is illustrated 

in figure 6 show that there are differences between the groups [Kruskal-Wallis statistic 

183.5; P<0.0001]. The CP+P group compared to the C+P control groups showed a 

lower in the lacunae area (CP+P= 37.65± 0.4377 vs. C+P = 44.77±0.4784, p<0.0001). 

And the CP+K group also showed reduced lacunar area compared to C+K (CP+K= 

39.59±0.4611 vs. C+K=44.70±0.4747, p<0.0001). A significant difference was 

observed between the experimental cerebral palsy groups (CP+P=37.65± 0.4377 vs. 

CP+K= 39.59±0.4611. p=0.0110.  
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Figure 4: Microscopic morphometry- (A,B)Cortical thickness, (C,D) medullar area, 

lacunar density(E) and lacunar area(F) of femur and tibia in P36. The composition of 

the groups is in agreement with intervention with Kaempferol or placebo and model of 

cerebral palsy or control. Femur cortical thickness and medullar area: C+P (Control + 

Placebo, n=7); C+K (Control + Kaempferol, n= 7); CP+P (Cerebral Palsy + Placebo, 

n=7); CP+K (Cerebral Palsy + Kaempferol, n=7). Other data: C+P (Control + Placebo, 

n=8); C+K (Control + Kaempferol, n= 8); CP+P (Cerebral Palsy + Placebo, n=8); CP+K 

(Cerebral Palsy + Kaempferol, n=8). The data are presented in mean and standard 

error of the mean and were analyzed by the two-way ANOVA test, followed by the 

post-hoc Tukey test or by the Kruskal-Wallis test followed by the post-hoc Dunn’s test. 

*= differences between CP+P and C+P; **= differences between CP+K and C+K; #= 

differences between CP+P and CP+K. 
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Figure 5- Microscopic morphometry - Photomicrograph showing in cross section 

evaluated regions of the cortical bone of the femur and tibia: cortical thickness (yellow 

arrow), medullary area (40x). 

 

Figure 6- Microscopic morphometry- Photomicrograph demonstrating the parameters 

evaluated in the lacunar density and lacunar area analysis (400x). 

Discussion 
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As far as we know, this was the first study to evaluate in rats submitted to CP 

experimental (perinatal anoxia combined with sensory-motor restricted hind paws) the 

effects of neonatal treatment with kaempferol on body weight, naso-anal and caudal 

length, bone length and weight, as well as analyses of the radiopacity of areas of the 

femur and tibia and histomorphometry analyses of the cortical bone region. Our results 

suggests that in P36 the induction of experimental CP promoted the following results: 

decreased in body weight and naso-anal length, reduction of absolute weight and size 

of tibia and femur, reduction of cortical thickness and medullar area, reduced the bone 

radiopacity of the analyzed regions of the femur and tibia and lower area of lacunae. 

On the data of the animals submitted to CP and that received treatment with 

kaempferol compared to the CP group that received placebo suggest that in P36 

(CP+K vs. CP+P) we have the following results: increase in body weight and naso-

anal length and increase in density and lacunar area. Regarding the other parameters 

there are no statistical differences between the groups, although there is a small 

tendency of improvement of CP+K. These data show that the cerebral palsy model 

has drastically reduced the growth of the animals and that the treatment with 

kaempferol has attenuated the effects concerning body weight and naso-anal length, 

as well as histologically can observe the increase in the area of lacunae. 

The experimental model of CP limited the body weight gain of animals, when 

compared with the control groups, this result corroborates with the results of previous 

studies using the same model of CP (21,23,26), are also in accordance with the results 

presented by other studies that evaluated the impact of different models of CP (23,27). 

This reduction in weight gain can be explained by the process of restriction of the own 

members of the model that reproduces the CP damages. In addition, animals 

submitted to CP notably present suction problems and difficulties in masticatory 
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movements (21). Thus, it is believed that the limitation in weight gain of CP animals 

occurs by the combination of perinatal anoxia and sensory-motor restriction and the 

difficulties added to the feeding process of paralytic rats. 

After kaempferol administration an attenuation in body weight loss can be 

observed and increasing the naso-anal length of CP animals, which corroborates with 

the results of Chaves 2020 in which rats treated with kaempferol showed an increase 

in body weight after weaning, and  with another study (25) in which animals subjected 

to a model of striatal degeneration by 3-Nitropropionic acid presented several positive 

changes, such as the prevention of the appearance of injury, decreased mortality and 

decreased weight loss in animals. In contrast, in other studies kaempferol did not 

improve the body weight (28). 

Children with cerebral palsy commonly have an alimentary deficit, which is 

associated with a worsening in health and growth (29), which can be reflected in health 

and bone development. On the absolute weight and length of the femur and tibia 

bones, it was possible to observe that the CP+P and CP+K groups presented a 

decrease in the parameters evaluated in comparison to the control group, which was 

expected due to the induction of experimental CP, this model that combines anoxia 

with restriction of the hind limbs which can result in a decrease in limb development, a 

study conducted with the same model of CP presents data that demonstrate that the 

performance of rats with CP is negatively affected in tests of locomotor activity in 

comparison to control animals (26).  

Also, according to another study, the immobilization process of the limbs is 

capable of inducing the decrease of bone formation, this is mainly due to the loss of 

minerals and calcium content, in addition, trabecular bone loss and decrease in bone 
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length and diameter were demonstrated (30). Until the age assessed P36, treatment 

with kaempferol was not able to significantly increase the absolute weight and length 

of the femur and tibia of animals subjected to the cerebral palsy model, although a 

small improvement is observed, we believe that monitoring the animals to a higher age 

is necessary for analysis. 

The delicate balance between reabsorption and bone formation is influenced by 

several factors, among them, nutrition and the level of physical activity or 

immobilization process to which the bone system is exposed. Children with cerebral 

palsy have several eating disorders and impaired growth which can influence bone 

development. (31). Bone density in cerebral palsy is extensively impaired. Imaging 

tests allow a faster and more adequate identification of skeletal damage caused by CP 

in human patients, as well as help to develop the appropriate treatment strategy (32). 

Our data on the radiopacity of areas show that there was a decrease in the bone 

radiographic density of CP animals in the regions analyzed in comparison with the 

control groups. Although a small trend is observed, this is in agreement with the data 

published in human studies, which show the fact that cerebral palsy is associated with 

osteoporosis and osteopenia (33).  

Children with CP generally have inadequate levels of nutrients that are essential 

for bone health, such as calcium, vitamin D and phosphorus, also associated with a 

deficient nutritional status that can compromise bone development more severely 

(8,34) there was no significant improvement with kaempferol treatment in paralytic 

animals in relation to control animals. 

Neurological diseases have a major impact on health and quality of life and can 

negatively affect bone health (35). Cerebral palsy is usually one of the main causes of 
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osteopenia in childhood (36). Osteopenia refers to a bone density below normal, but 

not as low as osteoporosis (37).  

Our data suggest that the CP+P and CP+K groups present decreased cortical 

and medullary thickness of the femur and tibia when compared to the control groups, 

which is in accordance with other studies in which the immobilization of the hind limbs 

leads to a decrease in the immobilized limbs proven by changes in bone mass and 

histology in addition to the diminution of the weight of bone ash compared to the control 

groups (30,38,39), still in a recent observational study it is possible to relate this result 

to the clinical picture of CP, in which the affected patients present an increased risk of 

fractures, due to the low bone mineral density common to the disorder (40). It was not 

possible to observe any significant difference between the groups CP+P and CP+K in 

the parameters evaluated. 

  Regarding histology, it was possible to observe a small decrease in osteocyte 

density in the CP+P group compared to the controls, but it was not significant at the 

evaluated age (P36), this can be explained perhaps by the fact that our experiment 

performs the restriction of hind limbs in the animals until P28, the last week of life (P29-

36) of the animals is allowed free movement in the cage. An interesting fact of our 

study was that the CP+K group showed a significant increase in the number of 

osteocytes compared to the placebo cerebral palsy group. This indicates an increase 

in bone differentiation of osteoblasts into ostocytes, an increase in osteocyte density 

is related to the process of differentiation of osteoblasts into osteocytes which 

corroborates with other authors presenting kaempferol with osteogenic potential.(41). 

The lacunar area of the animals varied significantly among the groups; the 

animals submitted to experimental paralysis had the smallest lacunar area compared 
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to the animals of the control group. CP+K animals, which were treated with kaempferol 

showed a larger lacunar area compared to the paralysis group treated with placebo 

only, which demonstrates that treatment with kaempferol also stimulated the bone 

formation process, which is also observed in a study with post-menopausal 

osteoporosis models (42), the mechanisms by which kaempferol promotes 

osteogenesis are still unclear, more studies are necessary for this elucidation, but in a 

recent study Zhao and collaborators (43) using bone marrow mesenchymal stem cells 

declared that this process can occur through the signaling of the mTOR signaling 

pathway. 

CONCLUSIONS 

In summary our data show that the cerebral palsy model has drastically reduced 

the development of the animals with respect to decreased in body weight and naso-

anal length, reduction of absolute weight and size of tibia and femur, reduction of 

cortical thickness and medullar area, lower area of lacunae, reduced the bone 

radiopacity of the analyzed regions of the femur and tibia, and that the treatment with 

kaempferol has attenuated the effects concerning body weight and naso-anal length, 

as well as histologically can observe the increase in the area and number of lacunae. 

More studies are necessary to verify if this improvement in bone development can be 

amplified over time. 

List of abbreviations: 

µl: microliter 

C: Control 

CEUA- Ethics Committee on Animal Use 
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CONCEA: National Council for Animal Control and Experimentation 

CP: Cerebral palsy 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

EDTA: ethylenediamine tetra acetic acid 

HE Hematoxylin and Eosin 

K: Kaempferol 

mm AL: Aluminum Millimeters 

NaCl: Sodium chloride 

P: Postnatal day. 

PBS: phosphate buffered saline 

S.E.M.: Standard error of the mean 

UFPE: Universidade Federal de Pernambuco 
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a community-endorsed, public repository is mandatory. A list of data where deposition is 

required, with the appropriate repositories, can be found on the Editorial Policies Page. 
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they were cropped, be labelled as in the main text and placed in a single supplementary figure. 
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Authors who need help depositing and curating data may wish to consider uploading their data 
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accessed via an online form. The services provide secure and private submission of data files, 
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