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RESUMO

INTRODUCAO: A paralisia cerebral é uma alteracdo neuroldgica ndo progressiva
resultante de lesGes permanentes no cérebro, que afetam o tbnus muscular, a postura
e 0S movimentos, sendo reconhecida como a principal causa de problemas motores
durante a infancia. Dentre as complica¢cfes associadas a paralisia cerebral, destaca-
se a osteopenia. No entanto, pesquisas indicam que o kaempferol devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, pode ter efeitos benéficos na protecéo
neurologica e no metabolismo 6sseo. OBJETIVO: Avaliamos o efeito do tratamento
neonatal com kaempferol em ratos submetidos a paralisia cerebral experimental sobre
parametros morfolégicos 6sseos. METODOS: Foram utilizados 48 ratos machos da
linhagem Wistar distribuidos nos subgrupos: a) Controle Veiculo (CV), b) Controle
Kaempferol (CK), c) Paralisia Cerebral Veiculo (PCV), d) PC Kaempferol (PCK). Apés
o desmame, os animais foram separados em gaiolas individuais até os 36 dias de vida
pés-natal, quando foram eutanasiados para coleta e analise de tecidos 6sseos.
RESULTADOS: Observamos reducgéo do peso e do comprimento absoluto da tibia
pela paralisia cerebral, o kaempferol, por sua vez, apenas aumentou o nimero de
lacunas de ostedcitos da tibia. CONCLUSAO: Os dados obtidos em nosso estudo
podem contribuir para a o estudo e inclusdo de estratégias nutricionais e
farmacoldgicas terapéuticas a fim de atenuar os déficits O0sseos de criancas

acometidas pela PC.

Palavras-chave: Paralisia cerebral; Osteopenia; Flavonoides.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Cerebral palsy is a non-progressive neurological change resulting
from permanent injuries to the brain, which affect muscle tone, posture and
movements, and is recognized as the main cause of motor problems during childhood.
Among the complications associated with cerebral palsy, osteopenia stands out.
However, research indicates that kaempferol, due to its antioxidant and anti-
inflammatory properties, may have beneficial effects on neurological protection and
bone metabolism. OBJECTIVE: We evaluated the effect of neonatal treatment with
kaempferol in rats subjected to experimental cerebral palsy on bone morphological
parameters. METHODS: 48 male Wistar rats were used, divided into subgroups: a)
Vehicle Control (CV), b) Kaempferol Control (CK), c) Cerebral Palsy Vehicle (PCV), d)
PC Kaempferol (PCK). After weaning, the animals were separated into individual
cages until 36 days of postnatal life, when they were euthanized for bone tissue
collection and analysis. RESULTS: We observed a reduction in the weight and
absolute length of the tibia due to cerebral palsy; kaempferol, in turn, only increased
the number of tibial osteocyte lacunae. CONCLUSION: The data obtained in our study
can contribute to the study and inclusion of nutritional and pharmacological therapeutic

strategies in order to mitigate bone deficits in children affected by CP.

Keywords: Cerebral palsy; Osteopenia; Flavonoids.
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O PRESENTE TRABALHO ESTA APRESENTADO NO FORMATO DE ARTIGO
REQUERIDO PELA REVISTA NEUROCIENCIAS, CUJAS NORMAS PARA
SUBMISSAO DE ARTIGOS SE ENCONTRAM NO ANEXO B.
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RESUMO

INTRODUGAO: A paralisia cerebral é uma alteracdo neurolégica ndo progressiva resultante de lesdes
permanentes no cérebro, que afetam o tonus muscular, a postura e os movimentos, sendo reconhecida
como a principal causa de problemas motores durante a infancia. Dentre as complicagdes associadas a
paralisia cerebral, destaca-se a osteopenia. No entanto, pesquisas indicam que o kaempferol devido as
suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatodrias, pode ter efeitos benéficos na protecdo neuroldgica e
no metabolismo ésseo. OBJETIVO: Avaliamos o efeito do tratamento neonatal com kaempferol em ratos
submetidos & paralisia cerebral experimental sobre pardmetros morfoldgicos désseos. METODOS: Foram
utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar distribuidos nos subgrupos: a) Controle Veiculo (CV), b)
Controle Kaempferol (CK), c) Paralisia Cerebral Veiculo (PCV), d) PC Kaempferol (PCK). Apds o desmame,
os animais foram separados em gaiolas individuais até os 36 dias de vida pds-natal, quando foram
eutanasiados para coleta e analise de tecidos 6sseos. RESULTADOS: Observamos reducdo do peso e do
comprimento absoluto da tibia pela paralisia cerebral, o kaempferol, por sua vez, apenas aumentou o
nimero de lacunas de ostedcitos da tibia. CONCLUSAO: Os dados obtidos em nosso estudo podem
contribuir para a o estudo e inclusdo de estratégias nutricionais e farmacoldgicas terapéuticas a fim de
atenuar os déficits dsseos de criancas acometidas pela PC.

Palavras-chave: Paralisia cerebral; Osteopenia; Flavonoides.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cerebral palsy is a non-progressive neurological change resulting from permanent
injuries to the brain, which affect muscle tone, posture and movements, and is recognized as the main
cause of motor problems during childhood. Among the complications associated with cerebral palsy,
osteopenia stands out. However, research indicates that kaempferol, due to its antioxidant and anti-
inflammatory properties, may have beneficial effects on neurological protection and bone metabolism.
OBJECTIVE: We evaluated the effect of neonatal treatment with kaempferol in rats subjected to
experimental cerebral palsy on bone morphological parameters. METHODS: 48 male Wistar rats were
used, divided into subgroups: a) Vehicle Control (CV), b) Kaempferol Control (CK), c) Cerebral Palsy Vehicle
(PCV), d) PC Kaempferol (PCK). After weaning, the animals were separated into individual cages until 36
days of postnatal life, when they were euthanized for bone tissue collection and analysis. RESULTS: We
observed a reduction in the weight and absolute length of the tibia due to cerebral palsy; kaempferol, in
turn, only increased the number of tibial osteocyte lacunae. CONCLUSION: The data obtained in our study
can contribute to the study and inclusion of nutritional and pharmacological therapeutic strategies in order
to mitigate bone deficits in children affected by CP.

Keywords: Cerebral palsy; Osteopenia; Flavonoids.
RESUMEN

INTRODUCCION: La paralisis cerebral es un cambio neuroldgico no progresivo resultante de lesiones
permanentes en el cerebro, que afectan el tono muscular, la postura y los movimientos, y es reconocida
como la principal causa de problemas motores durante la infancia. Entre las complicaciones asociadas a la
paralisis cerebral destaca la osteopenia. Sin embargo, las investigaciones indican que el kaempferol, debido
a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, puede tener efectos beneficiosos sobre la proteccién
neuroldégica y el metabolismo 6seo. OBJETIVO: Evaluamos el efecto del tratamiento neonatal con
kaempferol en ratas sometidas a paralisis cerebral experimental sobre los pardmetros morfolégicos dseos.
METODOS: Se utilizaron 48 ratas Wistar macho, divididas en subgrupos: a) Vehiculo Control (CV), b)
Kaempferol Control (CK), c) Parélisis Cerebral Vehiculo (PCV), d) PC Kaempferol (PCK). Después del
destete, los animales fueron separados en jaulas individuales hasta los 36 dias de vida posnatal, cuando
fueron sacrificados para la recoleccion y analisis de tejido 6seo. RESULTADOS: Observamos una reduccién
en el peso y la longitud absoluta de la tibia debido a la paralisis cerebral; el kaempferol, a su vez, solo



aumentd el nimero de lagunas de osteocitos tibiales. CONCLUSION: Los datos obtenidos en nuestro
estudio pueden contribuir al estudio e inclusion de estrategias terapéuticas nutricionales y farmacoldgicas
con el fin de mitigar los déficits dseos en nifios afectados por PC.

Palabras clave: Paralisis cerebral; Osteopenia; Flavonoides.

1.INTRODUCAO

A paralisia cerebral (PC) é uma das principais causas de
incapacidade motora durante a infancia. De acordo com a definicao
atual, a PC é um grupo de disturbios permanentes do
desenvolvimento do movimento e da postura, causando limitagdes
de atividade que sdo atribuidas a disturbios nao progressivos que
ocorreram no desenvolvimento do cérebro fetal ou infantil . A causa
mais comum da PC ¢é a hipodxia, que é a falta de oxigénio na circulacao
2. Os especialistas ainda enfatizam que o quadro clinico da PC é
frequentemente acompanhado por deficiéncias sensoriais, de
percepcao, cognicao e comportamento, epilepsia e deformidades

osseas/musculares secundarias 3.

Anualmente, sao diagnosticados aproximadamente 30.000 a
40.000 novos casos 4, além disso, a literatura aponta que a paralisia
cerebral afeta aproximadamente 1,6 em cada 1000 nascidos vivos
em paises de alta renda, enquanto em paises de baixa e média
renda, a prevaléncia de nascimentos pré/perinatais com paralisia
cerebral chega a 3,4 em cada 1000 nascidos vivos °. Dentre os
fatores de predisponentes destacam-se: restricao do crescimento
fetal, distlUrbios vasculares placentarios, infeccdao e inflamacgao
intrauterina, anormalidades congénitas, descolamento prematuro da

placenta, corioamnionite, asfixia no parto entre outros °.



Dentre as complicagcbes associadas a paralisia cerebral,
destaca-se a osteopenia, que é um termo usado para descrever a
diminuicdo da densidade dssea que esta abaixo dos niveis normais ’
. As criangas com paralisia cerebral grave estao mais propensas a
apresentarem baixa densidade mineral 0ssea e fraturas por baixo
impacto devido ao longo periodo de imobilizacdo, aspectos
nutricionais, estado puberal e uso cronico de anticonvulsivantes 8.
Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de se realizar
pesquisas no contexto de paralisia cerebral e seus disturbios, a fim
de se estabelecerem novas estratégias de intervencdao para

minimizar o impacto causado pela patologia em foco.

Nesse contexto, o kaempferol que é um flavondide, pode ser
encontrado em muitas plantas comestiveis, como por exemplo,
brécolis, repolho, couve, feijdo, escarola, alho-pord, tomate,
morango e uva, € em plantas ou produtos botanicos comumente
usados na medicina tradicional, por exemplo, Ginkgo biloba, Tilia

spp, Equisetum spp, Moringa oleifera, Sophora japonica e prépolis °.

De acordo com a literatura, o kaempferol tem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias das quais foram demonstradas em
diversos modelos de doencas, dentre elas, a encefalomielite,
diabetes, asma e carcinogénese °. Estudos constataram a eficacia
do Kaempferol no tratamento de cancer de mama, es6fago, colo do
Utero, ovario, figado e leucemia !!. Outro estudo ainda elucida que o
kaempferol em concentracdes variando de 0,1 a 100 microM,
exercem efeitos redutores na reabsorcdo oOssea dependendo do

tempo e da dose 12,
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O Kaempferol, além disso, é reconhecido como potente agente
anti-osteoclastico, devido a sua acdao sobre osteoclastos e
osteoblastos !3. Adicionalmente, o kaempferol diminuiu a perda
O0ssea e aumentou as células osteoprogenitoras num modelo de
osteopenia, isto &, em ratos ovariectomizados 4. Esses efeitos
promissores, no entanto, ainda nao foram analisados em doencas
gque promovem importantes modificacbes oOsseas durante o
desenvolvimento, como é o caso da PC. Neste contexto, é de suma
importancia a compreensdao sobre os efeitos e propriedades do
kaempferol visando a descoberta de novas estratégias terapéuticas.
Assim, este estudo teve como objetivo analisar o papel do
kaempferol nos parametros de desenvolvimento do tecido dsseo em

ratos submetidos a um modelo de paralisia cerebral experimental.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspectos Eticos

Este projeto aderiu as diretrizes do Conselho Nacional de
Controle e Experimentacao 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. Além disso, o projeto foi submetido a
Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA) da UFPE, CEUA: Na@
0063/20109.
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2.2 Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 32 ratos machos da linhagem Wistar, os quais
foram mantidos no Departamento de Nutricdao da Universidade
Federal de Pernambuco. As condicdes de manutencao incluiam uma
temperatura de 22 + 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas e livre
acesso a agua e alimentagao padrao do biotério. Apds a confirmagao
da gestacdo as fémeas foram alojadas em gaiolas individuais.

Apods o0 nascimento, os filhotes foram ajustados para um grupo
de oito filhotes por ninhada, com peso variando entre 6-8 gramas no
primeiro dia pods-natal, permanecendo com suas respectivas
genitoras durante o periodo de lactacdo, e durante esse periodo
foram distribuidos em quatro subgrupos: a) Controle Veiculo (CV),
b) Controle Kaempferol (CK), c) Paralisia Cerebral Veiculo (PCV), d)
Paralisia Cerebral Kaempferol (PCK). Apds o desmame, que ocorreu
no 25° dia pds-natal, os animais foram separados em gaiolas
individuais (3-4 animais por gaiola) e permaneceram nessa
configuracdo até os 36 dias de vida pds-natal, quando foram

eutanasiados para coleta de tecidos.

Figura 1. Divisdao dos grupos do modelo experimental.

> . controle + veiculo
< cv
= dr
i _ " controle + kaempferol
© CK
Controle (C)

3 , paralisia + veiculo
. < PCv
N »  paralisia + kaempferol
- “* PCK

Paralisia cerebral (PC)
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A formagdo dos grupos esta de acordo com intervencdo com Kaempferol ou veiculo, bem como
no modelo de paralisia cerebral ou no grupo de controle. CV (Controle + Veiculo); CK (Controle

+ Kaempferol); PCV (Paralisia cerebral + Veiculo,) e PCK (Paralisia Cerebral + Kaempferol).

2.3 Paralisia Cerebral Experimental

Os filhotes dos grupos PCV e PCK foram submetidos ao modelo
experimental de paralisia cerebral conforme descrito por SILVA 15,
STRATA ¢ e COQ !’. Este modelo associa a anoxia perinatal a um
modelo de restricdo sensério-motora dos membros inferiores que
simula a falta de movimento observada na paralisia cerebral. Apds o
nascimento, os filhotes foram submetidos a dois episddios de anoxia,
um no PO e outro no P1. Entre os dias P2 e P28 foram submetidos a
restricdo sensério-motora durante 16 horas por dia.

O método de anoxia perinatal utiliza uma camara em banho-
maria a 37°C onde os animais sao expostos a uma ventilagao de
nitrogénio por 12 minutos (N 100%, 9L/min). Do P2 ao P28 foi
realizada a restricdo sensorio-motora das patas posteriores usando
fita micropore, esparadrapo e molde feito de epoxi durante 16 horas
por dia e nas 8 horas restantes, a livre movimentacao do animal foi

permitida °.

Figura 2. Materiais utilizados no protocolo de paralisia experimental.
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A. Cilindro de Nitrogénio; B. Banho-maria; C. Camara de anoxia, D. Animal imobilizado. E.
Orteses.

2.4 Tratamento com Kaempferol

Os filhotes dos grupos CK e PCK receberam durante os
primeiros 21 dias de vida pds-natal, o tratamento com kaempferol
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) foi aplicado 1 mg/Kg, com
volume de aplicacao de 1 ul/g via intraperitoneal. DMSO
(dimetilsulféxido ou sulféxido de dimetilo) foi utilizado para dissolver
o kaempferol e preparar solucao estoque obtida pela mistura de 50
mg de kaempferol e 5 ml de dimetilsulféxido (DMSO) (m/v),
aliquotas de 20 ul que foram mantidas a -80°C em tubos eppendorfs
identificados e protegidos da luz. A injecao diaria de Kaempferol foi
aplicada em filhotes de ratos como uma suspensao recém-dissolvida
na solugao do veiculo (0,1% v/v DMSO em solugao salina) em uma
dose de 1 mg/kg. Os filhotes dos grupos CV e CPV receberam a
solugao do veiculo. O Kaempferol foi administrado diariamente entre
9 e 10 horas da manha. A dose adotada foi a determinada por estudo

anterior dos efeitos do tratamento neonatal 18 19 .
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2.5 Eutanasia

No dia pos-natal 36 (P36), os animais pertencentes aos diversos
grupos experimentais foram sacrificados por meio de perfusao
transcardiaca, e o0s ossos foram coletados para analises

subsequentes.
2.6 Analises experimentais

2.6.1 Afericao do peso e comprimento da tibia:

Apds a disseccdo, as tibias foram imediatamente pesaas na
balanga de precisado (0,01 g). O comprimento total dos ossos da tibia
foi aferido utilizando um paquimetro digital (Jomarca ®) com uma
precisdao de 0,01 mm. Sobre superficie lisa com sua face ventral

voltada para cima.

2.6.2 Analise histologica e histomorfométrica da tibia:

Os ossos da tibia foram dissecados e fixados em solucdo de
formol a 10% por dois dias e depois lavados em solucao tampao de
PBS, foram entdo incluidos em solucao descalcificadora EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) e depositadas em uma mesa agitadora
por aproximadamente dois meses, quando constatada a
descalcificacao a solucao foi descartada e os tecidos foram
armazenados em alcool 70% até a realizacdo do processamento
histoldgico. Posteriormente as pecas foram desidratadas com
solucdes crescentes de alcool 70%, diafanizadas em alcool xilol,
depois xilol e incluidas em parafina. Foi realizada a analise
histomorfométrica utilizando cortes transversais da diafise da tibia

de cada animal (figura 3).
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As laminas foram coradas por Hematoxilina / Eosina (HE) e
analisadas por microscopia de luz, nesses cortes, a espessura do
0sso cortical e area medular foi analisada por meio da aquisicao de
imagens das diafises com aumento final de 40x onde foram
efetuadas trés em cada corte histoldgico na tibia, priorizando as
regidoes superior, inferior e lateral de cada corte. Quanto a analise
histoldgica (figura 3), foi realizada a aquisicao de imagens conforme
descrito acima da regido da diafise da tibia para andlise do numero
de lacunas de ostedcitos por campo, area das células, que foram
analisadas no aumento final de 400x utilizando-se o programa
Imagel (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA)

adequadamente calibrado.

Densidade Lacunar Area Lacunar

Figura 3:Fotomicrografia ilustrando em corte transversal regides avaliadas do osso cortical da
tibia: (A) espessura cortical com a seta amarela e, drea medular letras em vermelho em aumento
final de 40x, (B) Densidade lacunar e (C) Area lacunar em aumento final de 400x.

2.6.3 Analise Estatistica:

Os resultados foram expressos como média + e.p.m. (erro
padrao da média). A anadlise de normalidade da amostra foi realizada
por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os dados
considerados paramétricos, a comparacao entre os grupos foi

realizada por meio do teste ANOVA two way ou two way medidas
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repetidas, seguidos do pos-teste de Tukey. Quando foram ndo
parameétricos foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pods-
teste de Dunn’s. As analises foram realizadas no GraphPad PRISM 7
® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) e o nivel de

significancia considerado foi de p<0,05.

3 RESULTADOS

Em relacdao a morfologia macroscopica, primeiramente sobre o
peso da tibia houve diferencas entre os grupos [F (3,21) = 11.18;
p= 0.0001]. O grupo PCV apresentou menor peso da tibia quando
comparado ao grupo CV (p= 0.0005). O grupo PCK também
apresentou peso da tibia menor quando comparado ao CK (p =
0.0241). Nao houve diferencas entre os grupos PCV vs. PCK (p=
0.6675) e CV vs. CK (p=0.9365) [Tabela 1].

Sobre o comprimento da tibia, houve diferencas entre os grupos
[F (3,21) = 19.38; p<0.0001]. O grupo PCV apresentou
comprimento menor comparado ao grupo CV (p<0.0001), assim
como o grupo PCK apresentou menor comprimento absoluto
comparado ao CK (p=0.0003). Nao houve diferencas entre os grupos
PCV vs. PCK (p= 0.9848) e CV vs. CK (p=0.9951) [Tabela 1].

Tabela 1. Medidas macroscopicas da tibia P36.

Medidas (P36) Grupos

Ccv CK PCV PCK

Peso (g) 0,3368 £ 0,0172* 0,3223 + 0,0093** 0,2158 + 0,0158 0,2443 + 0,0232
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Comprimento (mm) 26.75+ 0.4071%* 26.53+0.4748** 21.55+ 0.7307 21.87+0.8632

Tabela 1. Medidas absolutas do peso e do comprimento da tibia. A composicao dos grupos esta
de acordo com a intervencao com Kaempferol ou veiculo e o modelo de paralisia cerebral ou
controle. CV (Controle + Veiculo); CK (Controle + Kaempferol); CPV (Paralisia Cerebral +
Veiculo); CPK (Paralisia Cerebral + Kaempferol) N por grupo: 8. Os dados sdo apresentados em
média e erro padrdo da média e foram analisados pela two-way ANOVA test, seguida pelo post

hoc Tukey test. *= diferencas entre PCV e CV; **= diferengas entre PCK e CK.

Em relacgio a anadlise da morfologia microscépica,
primeiramente em relagao a espessura cortical, houve diferencas
entre os grupos [F (3, 12) = 13.60; P=0.0004]. O grupo PCV
apresentou menor espessura cortical comparado ao CV (PCV= 260,5
+ 17,98 ym vs. CV= 351,5 £ 12,09 um; p=0.0043). O grupo PCK
também apresentou menor espessura cortical guando comparado ao
CK (PCK= 262,3 £ 11,85 pm vs. CK= 359,0 £10,28 pm; p= 0.0027).
Nao houve diferencas entre os grupos PCV vs. PCK (p= 0.9997) e CV
vs. CK (p=0.9832) [Figura 2A].

Em relacdo a analise da area medular da tibia houve diferencas
entre os grupos [F (3, 12) = 16.64; P=0.0001]. O grupo PCV
apresentou menor area medular quando comparado ao grupo CV
(PCV= 407932 = 43753 ym? vs. CV= 595779 * 32670 ym?; p=
0.0010). O grupo PCK também apresentou area medular menor
quando comparado ao grupo CK (PCK= 487911 + 57882 pm? vs.
CK= 635740 35765 ym?; p=0.0067). Nao houve diferencas entre
0s grupos PCV vs. PCK (p= 0.1708) e CV vs. CK (p=0.6887) [Figura
2B].
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Em relacdo a analise da area lacunar houve diferengas entre os
grupos [Kruskal-Wallis statistic 121,3; P<0.0001]. O grupo PCV
apresentou menor area de lacunas de ostedcitos comparado ao CV
(PCV= 38,98 = 0,5471 uym? vs. CV= 45,23 £+ 0,6354 pm?;
p<0.0001). O grupo PCK também apresentou menor area de lacunas
quando comparado ao CK (PCK= 39,56 £ 0,5945 vs. CK= 46,68 *+
0,6355, p<0.0001). Nao houve diferengas entre os grupos PCV vs.
PCK (p>0.9999) e CV vs. CK (p=0.5244) [Figura 2C].

Em relacdo a densidade de lacunas de ostedcitos houve
diferencas apenas entre os grupos PCP vs. PCK [Kruskal-Wallis
statistic 14,83; P=0.0020] (PCV= 27,06 + 1,036 n/mm? vs. PCK=
32,99 + 1,220 n/mm?; p=0.0010) [Figura 2D].

Figura 2. Morfometria microscépica da tibia.
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Figura 2: MORFOMETRIA MICROSCOPICA DA TIBIA: (A) Espessura cortical, (B) Area medular,
(C) Area lacunar, (D) Densidade lacunar. A composicdo dos grupos estd de acordo com a
intervencdao com Kaempferol ou veiculo e o modelo de paralisia cerebral ou controle. CV
(Controle + Veiculo); CK (Controle + Kaempferol); CPV (Paralisia Cerebral + Veiculo); CPK
(Paralisia Cerebral + Kaempferol) N por grupo: 5. Os dados sdo apresentados em média e erro
padrao da média e foram analisados pela two-way ANOVA test, seguida pelo post hoc Tukey
test. *= diferencas entre PCV e CV; **= diferencas entre PCK e CK; a= diferencgas entre PCV e
PCK.

4 DISCUSSAO

Até onde sabemos, ndao ha registros de estudos que tenham
investigado os efeitos do kaempferol na paralisia cerebral em relacao
aos parametros 6sseos. Nossos resultados, obtidos na avaliacao dos
animais no dia poés-natal 36 (P36), revelaram que a inducgao
experimental da paralisia cerebral resultou em diversas alteragoes
significativas nos ossos, incluindo a reducao do peso absoluto e do
comprimento absoluto da tibia, bem como a diminuicdo da espessura
cortical, area medular e area das lacunas dsseas. O tratamento com
kaempferol, por sua vez, teve efeitos no tecido &sseo,
especificamente no parametro de densidade lacunar de ostedcitos.

Em um estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa,
usando o mesmo modelo de paralisia cerebral, identificaram varias
alteracdes nos animais, incluindo deficiéncia de mastigacao, ingestao
de alimentos nas primeiras semanas de vida pds-natal, além da
diminuicao dos movimentos da mastigacao, reducao na sensibilidade
intra-oral e reducao do peso e da proporcao das fibras tipo IIB no
musculo masseter 2°. Em um estudo prévio observou-se que a

exposicao neonatal ao kaempferol atenuou no mesmo modelo de
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paralisia cerebral os danos referentes ao desenvolvimento da
locomogao e sistema neuromotor, na marcha e ainda reduziu o
impacto da PC sobre o peso e a area de fibras do tipo I do musculo
soleo 21,

A diminuicdo dos parametros histomorfométricos dsseos é
comum em estudos utilizando modelos de imobilizacao dos membros
em que os ratos que apresentam uma diminuicao no
desenvolvimento do tecido dsseo e alteracdo na massa déssea, que
pode ser associado a perda de contelddo de calcio e outros minerais,
ocasionada pela imobilizagao ??. De forma semelhante em um estudo
realizado em humanos por WonjinKim e colaboradores 23, foi avaliado
a densidade mineral 6ssea de adultos com paralisia cerebral, no qual
demonstrou que a reducao da sustentacao de peso e a imobilidade
relacionadas a PC causam um equilibrio dsseo negativo devido ao
aumento da reabsorgao dssea, o que leva a uma menor massa dssea.

Quanto aos dados histoldgicos, péde-se observar resultados
relevantes quando comparamos os animais PCP vs. PCK, observa-se
que o tratamento com o kaempferol levou a um aumento do numero
de lacunas de ostedcitos, indicando que o processo de diferenciacao
celular foi alterado de forma positiva a partir do tratamento, o que
demonstra o potencial do mesmo no processo de formacdo dssea e

prevencdo do fendtipo dsseo alterado 2412,

5 CONCLUSAO
Avaliamos o papel terapéutico do flavonoide kaempferol na
reducao dos déficits 6sseos em um modelo experimental de paralisia

cerebral (PC), nossos resultados corroboram a ideia de que o modelo
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induz danos associados comumente a PC, como e também alteracoes
O0sseas na tibia como como a reducao do peso absoluto e
comprimento absoluto, reducao da espessura cortical e da area
medular, e que o tratamento com Kaempferol foi capaz de atenuar
os efeitos histologicamente, onde foi possivel observar o aumento do
numero de lacunas. S3o necessarios mais estudos para ampliar a
compreensao acerca do uso do kaempferol e seu papel no

desenvolvimento do tecido dsseo.
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ANEXO B - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA

e INSTRUCOES PARA OS AUTORES

O manuscrito deve ser enviado em DOIS arquivos:
1. Pagina de Rosto - com as informacdes dos autores (graduacgao, titulo mais
alto, instituicao, email), instituicao e autor correspondente;
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e Titulo e Autoria:
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O autor correspondente deve ser o professor/orientador responsavel

institucional pelo trabalho, e fornecer endereco completo e email.

e Responsabilidade dos Autores: é obrigatorio que cada autor ateste ter
participado suficientemente do trabalho para assumir a responsabilidade
por uma parcela significativa do contelldo do manuscrito. Cada um dos
autores deve especificar suas contribuicbes para o trabalho. O autor
correspondente ou autor que encaminhou o trabalho indicara, durante o
processo de submissao, a garantia e a exatidao da integridade de todos

0s dados relatados no manuscrito.
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A Revista Neurociéncias recomenda que a autoria se baseie nos quatro critérios
descritos a seguir:

ContribuicOes substanciais para concepcao ou desenho da obra; ou aquisicao,
analise ou interpretacdao dos dados para o trabalho; ou elaboracdo do trabalho
ou revisdo critica de importante conteldo intelectual; ou aprovacdo final da
versao a ser publicada; ou Consentimento em ser responsavel por todos os
aspectos do trabalho, garantindo que as questoes relacionadas a precisdo ou a
integridade de qualquer parte do trabalho sejam devidamente investigadas e
resolvidas.

Todos os colaboradores que ndo atendam aos critérios de autoria devem ser
listados na secao Agradecimentos, bem como o apoio financeiro das agéncias de

fomento.

e Artigo Original e Revisao Sistematica: resultado de pesquisa de natureza
empirica, experimental ou conceitual (6000 palavras).

e Titulo: em portugués, inglés e espanhol, sintético e restrito ao conteldo,
contendo informacao suficiente para catalogacao, nao excedendo 90
caracteres. A Revista prefere titulos informativos.

e Autor(es): referir nome(es) e sobrenome(s) por extenso. Referir a
instituicao em que foi feita a pesquisa que deu origem ao artigo. Referir
formagao académica, titulacgdo maxima e vinculo profissional mais
importante de cada autor, por ex.: 1- Neurologista, Livre Docente,
Professor Adjunto da UNIFESP, 2- Neurologista, Pds-graduando na
UNICAMP, 3- Neurologista, Residente no Hospital Sao Paulo - UNIFESP.
Referir suporte financeiro. A ordem dos autores deve seguir a orientagao
de Vancouver: primeiro autor o que realizou o projeto, ultimo autor o
orientador. O orientador ou professor da instituicao deve ser indicado

como autor correspondente.
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Resumo (portugués, inglés e espanhol): devem permitir uma visao
panoramica do trabalho. O resumo deve ser estruturado em objetivos,
métodos, resultados e conclusdes. Ndo exceder 250 palavras.

Unitermos (portugués, inglés e espanhol): Maximo de 6 (seis). Como
guia, consulte descritores em ciéncias da saude (http://decs.bvs.br).
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introducdo e objetivo; método (sujeitos ou relato de caso, nimero do
protocolo do Comité de Etica da Instituicdo, procedimento ou intervencdo
e analise estatistica) com detalhes suficientes para a pesquisa poder ser
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(interpretagcdo dos resultados comparados a literatura), conclusdes,
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texto. Nomes comerciais e marcas registradas devem ser utilizados com
parcimbnia, devendo-se dar preferéncia aos nomes genéricos.
Agradecimentos: Devem ser feitos a pessoas ou Instituicao que auxiliou
diretamente a pesquisa, mas que nao cabem como autores do trabalho.
Figuras, Quadros, Graficos e Tabelas: Juntos ndo poderdao exceder 5.
Deverdao ser apresentados em paginas separadas e no final do texto. Em
cada um, deve constar seu nimero de ordem, titulo e legenda. As figuras
e graficos devem ter tamanho nao superior a 6cm x 9cm, com alta
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