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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos do tratamento cronico com diferentes doses de
riboflavina (vitamina B2) sobre o desenvolvimento sensorio-motor e somatico e
parametros neuromotores em ratos neonatos. 48 machos da linhagem Wistar
foram distribuidos em quatro grupos experimentais: Controle (C, 0 mg/kg de B2),
Riboflavina 1 (R1, 1 mg/kg de B2), Riboflavina 2 (R2, 10 mg/kg de B2) e Riboflavina
3 (R3, 100 mg/kg de B2). O tratamento em suas respectivas doses foi realizado
por via subcutanea durante os dias P1 ao P21. Como resultados, os reflexos de
recuperacdo de decubito (p<0,0001), colocacdo pelas vibrissas (p<0,0001),
aversao ao precipicio (p<0,0001), geotaxia negativa (p<0,01) e queda livre (p<0,05)
foram acelerados para os animais R3. Igual modo, a abertura ocular (p<0,01), a
erupcdo dos incisivos superiores (p<0,01) e a erupcéo dos incisivos inferiores
(p<0,05) foram mais precoces para o grupo R3. Com relacdo ao desenvolvimento
fisico, os animais R3 apresentaram menor ganho de peso corporal em comparacéo
ao grupo controle (p<0,05). A marcha em CatWalk demonstrou nimeros reduzidos
de steps (p<0,05) e cadéncia (p<0,01) para os animais R3, que constituem
parametros associados ao gasto de energia cinética. Ademais, em campo aberto,
0 grupo R3 apresentou menor gasto energético (J) (p<0,05). A forca muscular
mostrou-se padronizada para os grupos (p>0,05), assim justificando os achados
relacionados ao peso dos tecidos, que foram padronizados para todos os animais.
Todos os ratos tratados com diferentes doses de riboflavina apresentaram melhor
coordenacdo motora e equilibrio nas barras paralelas (R1 e R2: p<0,05; R3:
p<0,01), mas apenas o grupo R3 apresentou aumento no indice hepatossomatico,
um indicador do conteudo de glicogénio hepatico. Nossos resultados sugerem que
altas doses de riboflavina, durante o periodo neonatal, estimulam o
desenvolvimento sensorio-motor e somatico e reduzem a energia investida no

crescimento, ganho de peso corporal e gasto calérico durante a atividade.

Palavras-chave: vitamina B2; sistema nervoso; plasticidade do desenvolvimento;

periodo neonatal.



ABSTRACT

This study evaluated the effects of chronic treatment with different doses of
riboflavin (vitamin B2) on sensorimotor and somatic development and neuromotor
parameters in neonatal rats. 48 Wistar males were distributed into four experimental
groups: Control (C, 0 mg/kg of B2), Riboflavin 1 (R1, 1 mg/kg of B2), Riboflavin 2
(R2, 10 mg/kg of B2) and Riboflavin 3 (R3, 100 mg/kg of B2). Treatment at their
respective doses was carried out subcutaneously during days P1 to P21. As a
result, the reflexes of recovery from decubitus (p<0,0001), positioning by the
vibrissae (p<0,0001), aversion to the precipice (p<0,0001), negative geotaxis
(p<0,01) and falling free (p<0,05) were accelerated for R3 animals. Likewise, eye-
opening (p<0.01), eruption of the upper incisors (p<0,01), and eruption of the lower
incisors (p<0,05) were earlier for the R3 group. Regarding physical development,
R3 animals showed less body weight gain compared to the control group (p<0.05).
CatWalk gait demonstrated reduced numbers of steps (p<0,05) and cadence
(p<0,01) for R3 animals, which are parameters associated with the expenditure of
kinetic energy. Furthermore, in the open field, group R3 showed lower energy
expenditure (J) (p<0,05). Muscle strength was standardized for the groups (p>0,05),
thus justifying the findings related to tissue weight, which were standardized for all
animals. All rats treated with different doses of riboflavin showed better motor
coordination and balance on parallel bars (R1 and R2: p<0,05; R3: p<0,01), but only
the R3 group showed an increase in the hepatosomatic index, an indicator of liver
glycogen content. Our results suggest that high doses of riboflavin, during the
neonatal period, stimulate sensorimotor and somatic development and reduce the

energy invested in growth, body weight gain, and caloric expenditure during activity.

Keywords: vitamin B2; nervous system; developmental plasticity; neonatal period.
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1 INTRODUCAO

A gestacao e os anos iniciais de vida pds-natal sdo etapas consideraveis para
maturacdo dos sistemas fisiologicos (Cappellini et al.,, 2020). A alta plasticidade,
durante essas fases, confere aos organismos a capacidade de modular suas
caracteristicas proprias, por interagdo extrinseca, através de distintas formas de
expressdo fenotipica (West-Eberhard, 1986). Esse fendbmeno é denominado
plasticidade fenotipica e constitui um dos pilares que norteiam os estudos de
plasticidade do desenvolvimento, cujo conceito explica os distintos percursos que
podem tomar os eventos que ocorrem durante o crescimento e desenvolvimento
fisiologico (Rice; Barone, 2000; West-Eberhard, 1986). Nesse contexto, destaca-se o
envolvimento nutricional, incluindo intervencées com polifendis e vitaminas, como
fatores de modulacéo do desenvolvimento neonatal (Georgieff; Ramel; Cusick, 2018;
Visco et al., 2022; Pontes et al., 2023; Silva-Aradjo et al., 2023). Ainda sédo escassos,
entretanto, os estudos que investigam os efeitos da riboflavina (vitamina B2) na

perspectiva desenvolvimentista do presente projeto.

As vitaminas do complexo B constituem um conjunto de moléculas
hidrossoluveis, estruturalmente distintas entre si, mas com funcdes destacaveis e
complementares sobre a fisiologia dos seres vivos (Lienhart; Gudipati; Macheroux,
2013). Atuam em funcfes metabdlicas e hematoldgicas, produzindo efeitos sobre os
mais diversos sistemas (Vorosmarti; Yaktine; Schneeman, 2021). A riboflavina € um
micronutriente pertencente ao complexo de vitaminas B (Chawla; Kvarnberg, 2014) e
facilmente encontrada em alimentos in natura (Plaut; Smith; Alworth, 1974). E ofertada
aos humanos através da alimentac&o ou producédo endégena pela microbiota intestinal
(Kennedy, 2016). Apesar disso, niveis deficitarios sdo comumente relatados em

paises subdesenvolvidos (Kennedy, 2016).

De acordo com as recomendacdes nutricionais diarias, a ingestéo satisfatoria
de riboflavina corresponde a 1,3 mg por dia para adultos, enquanto cotas de oferta
maxima (UL — limite superior) ndo foram até entdo elucidadas (Vorosmarti; Yaktine;
Schneeman, 2021). Apesar disso, a administracdo de doses superiores as
recomendadas foi associada a preservacado do desenvolvimento do sistema nervoso

central e a reducdo da mortalidade em ratos neonatos (Ogunleye; Odutuga, 1989).
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Ademais, o tratamento farmacoldgico crénico com riboflavina pareceu estimular o
equilibrio metabdlico, promovendo uma maior absorcdo e utilizacdo pelo corpo,

mesmo em altas doses (Powers; Corfe; Nakano, 2012).

Ainda que os estudos atuais tenham avangado no conhecimento cientifico
sobre as vitaminas do complexo B, a riboflavina (vitamina B2) permanece foco de
grande interesse cientifico (Kennedy, 2016). A riboflavina é o elemento precursor da
flavina adenina dinucleotideo (FAD) e da flavina mononucleotideo (FMN), que
participam do balanceamento de elétrons durante a producao de energia aerdbica nos
seres vivos animais (Chawla; Kvarnberg, 2014; Suwannasom et al., 2020). Em fases
precoces, essas funcdes séo investidas para o crescimento e maturacdo cerebral
(Suwannasom et al., 2020). Um estudo publicado na literatura demonstrou que a
administracao de alta dose de riboflavina (177.6mg/kg dia) durante o periodo neonatal
reduz o indice de mortalidade, previne o surgimento de lesdes nas extremidades
corporais e preserva a composicao lipidica das regides encefalicas em roedores
(Ogunleye; Odutuga, 1989). Além disso, a suplementacdo com riboflavina durante a
gestacao e lactacéo estimulou a ontogénese de reflexos e os parametros de atividade
locomotora em um modelo experimental de hipdxia neonatal (Blaise et al., 2009). Os
efeitos neuroprotetores, anti-inflamatérios e antioxidantes da riboflavina estao
associados a recuperacao das funcdes sensorio-motoras e cognitivas em diferentes

fases do desenvolvimento (Silva-Aradjo et al., 2023).

Nao apenas as fungdes sensoério-motoras, mas o desenvolvimento somatico
demanda mecanismos associados a riboflavina, sobretudo pela dependéncia
existente entre as funcBes associadas a proliferacdo e diferenciacdo celular, e a
homeostase bioenergética (Jin et al., 2020). Dados in vitro sugerem uma participacéo
da riboflavina na regulacdo do metabolismo 6sseo em células embrionarias humanas,
juntamente a intensa transcricdo e estabilizacdo de cateninas — proteinas
responsaveis pelos processos de adeséao celular entre membranas (Chaves Neto et
al., 2010). A aplicacédo clinica de altas doses de riboflavina em individuos com
deficiéncia mitocondrial estimulou o crescimento fisico, seguido de recuperagao
mitocondrial (Bugiani et al., 2006). Ademais, possibilitou a normaliza¢éo do perimetro

cefalico em criangas acometidas por hipdéxia neonatal (Lavrick et al., 2016).
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Em roedores, marcos de desenvolvimento sensorio-motor e somatico podem
ser observados pela analise da ontogénese de reflexos, da maturacdo somatica e da
caracterizagdo murinométrica. O desenvolvimento neuromotor pode ser
acompanhado até a fase adulta através do estudo da locomogdo, marcha,
coordenacdo motora e forga muscular. Contudo, ainda sdo necessarios estudos
dedicados a compreensdo dos efeitos de diferentes doses da riboflavina sobre o
desenvolvimento das fungdes sensério-motoras e somaticas. A partir da avaliacéo pré-
clinica do tratamento cronico com riboflavina, estudamos a relacdo dose-resposta
entre a riboflavina e a ontogénese das func¢des sensorio-motoras, desenvolvimento e
caracterizacdo somaética e parametros neuromotores, incluindo a constuiticdo do
comportamento locomotor, em ratos. Este estudo podera contribuir com a a
aplicabilidade terapéutica da riboflavina em condi¢bes adversas, surgidas durante o
desenvolvimento neonatal, que prejudicam os parametros sensorio-motores, dentre
as quais destacam-se a paralisia cerebral. Ademais, amplia a compreenséo acerca da
seguranca e eficacia de doses de riboflavina quando administradas de maneira

farmacologica durante o inicio da vida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO DAS ESPECIES A LUZ DA PLASTICIDADE FENOTIPICA

O despertar sobre a curiosidade da origem das espécies consagra o0 século XIX
como um periodo notadamente marcado por estudos voltados a compreensao da
génese e desenvolvimento dos seres vivos pluricelulares — animais e vegetais
(Lamarck, 1809; Darwin, 1859; Galton, 1865; Wallace, 1889). Os primeiros relatos
acerca das modificacdes ocorridas durante o desenvolvimento centralizaram-se em
discursos meramente naturalistas, e dentre estes, as proposi¢des de Charles Darwin
através da Teoria da Evolugcédo das Espécies, ganham um maior destaque (Darwin,
1859). Segundo esse constructo, os seres vivos se modificam para sobreviver as
alteracbes ambientais, de modo que os mais aptos resistem as flutuacdes externas e,
por isso, conseguem se reproduzir e gerar descendentes com maior facilidade
(Darwin, 1859). Esse mecanismo é chamado por Darwin de “selecdo natural” e
contribuiu posteriormente para a compreensao de outros fendbmenos evolucionistas
(Garcia-Robles et al., 2012). Apesar de tamanha importancia para as ciéncias da vida,
0s constructos de Charles Darwin ndo explicavam como as caracteristicas
adaptativas, alcancadas pela interagdo com o meio, eram repassadas entre 0s
individuos de uma mesma espécie (Garcia-Robles et al., 2012).

Sob uma perspectiva desenvolvimentista, alguns anos apés a publicacdo do
revolucionario livro “A origem das espécies”, o cientista Francis Galton, primo de
Charles Darwin, propde uma viséo inovadora aos estudos anteriormente evidenciados
(Del Cont, 2008). Em primeiro momento, Francis Galton constréi ideias associadas a
constructos darwinianos, mas sob um diferencial do ponto de vista matematico e
eugenista (Galton, 1865; 1869; 1892). Galton, apds alguns experimentos, retifica as
ideologias evolucionistas, apresentando-as de maneira controversa as até entdo
teorias darwinistas (Del Cont, 2008). A visdo galtoniana passa entao a explicar, entre
outras questdes desenvolvimentistas, a nao influéncia do meio ambiente sobre as
caracteristicas humanas, que estariam programadas de forma inata, acompanhando
o individuo desde o seu nascimento (Galton, 1865). Por isso, os estudos de Galton

repercutiram amplamente sobre o esquecimento temporario da visdo darwiniana,
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desconsiderada por muitos anos e somente retomada com a onda Neodarwinista
(Mayr, 1997).

No século XX, os estudos sobre o desenvolvimento dos seres vivos avangaram
de forma significativa (Mayr, 1997; 2001), e esse marco soou consoante a retomada
das bases da genética, propostas inicialmente pelo bidlogo Gregor Mendel (Mendel,
1865). A partir de entdo, tornaram-se evidentes e considerados o0s eventos de
mutacdo e hereditariedade, que preencheram lacunas outrora deixadas pelo
Darwinismo (Mendel, 1865). E neste momento que os estudos de Ernst Mayr unem os
constructos estabelecidos por Darwin as descobertas genéticas de Mendel,
direcionando as explicacdes da evolucdo para caminhos ainda mais complexos (Mayr,
1997). Além disso, Mayr revisita os constructos de Lamarck, anteriores aos de Darwin,
gue destacavam o papel do ambiente nas modificacdes bioldgicas dos seres vivos,
conforme descreve a teoria dos “caracteres adquiridos”, 0 que posteriormente

contribuiria para a compreensao da epigenética (Mayr, 1972).

A ampla discusséo acerca do possivel envolvimento do meio ambiente sobre a
fisiologia humana destacaria um outro marco nos estudos biologicos observados no
século passado (Rice; Barone, 2000). Neste momento, as pesquisas evolucionistas
passam a visualizar a participacdo do ambiente sobre o desenvolvimento dos
individuos; isso porque somente a partir das pesquisas experimentais de Mary Jane
West Eberhard que os debates sobre a influéncia do ambiente na génese das
modificagdes organicas ganharam maior visibilidade (West-Eberhard, 1986). Os
estudos desta época sugerem que, durante a trajetoria do desenvolvimento, 0s seres
vivos estdo muito sujeitos a enfrentar fenbmenos ambientais, capazes de provocar
alteracbes em suas formas, funcdes ou comportamentos (Rice; Barone, 2000). Tal
capacidade dos organismos em reagir a estas condi¢des extrinsecas, modulando suas
caracteristicas proprias através de distintas formas de expresséo de seus genétipos,
denomina-se plasticidade fenotipica (West-Eberhard, 1986). Dentre as mudltiplas
formas da plasticidade fenotipica, a plasticidade do desenvolvimento, baseada no
conceito “Developmental Origins of Health and Disease” (DOHaD), refere-se aos
inimeros percursos que podem seguir 0s eventos ocorridos ao longo das fases do

desenvolvimento de um ser vivo (Suzuki, 2018).
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A plasticidade fenotipica do desenvolvimento em mamiferos pode explicar por
gue os insultos em fases precoces atuam na génese de doencas futuras (Rice;
Barone, 2000; Wells, 2010). Antes mesmo da clara definicdo do DOHaD, um grande
cientista nacional, chamado Josué de Castro, denunciou as graves sequelas da
desnutricdo sob um olhar da plasticidade fenotipica (Castro, 1937; 1946). Em suas
publicacdes, Castro sugeria que fatores ambientais poderiam gerar modificacdes na
fisiologia humana (Castro, 1937; 1946). Segundo ele, a fome representara um
fendbmeno grave e causador de impactos severos no individuo, especialmente sobre
agueles que se encontravam em periodos precoces do desenvolvimento (Castro,
1946). Assim sendo, em Geografia da fome, Josué de Castro expde o alimento como
algo necessario para o bom funcionamento do corpo, enquanto a sua auséncia, a
fome/subnutri¢do, implicaria no desenvolvimento defeituoso das criangas, na fraqueza

dos mais velhos e nas consequéncias mentais dos individuos (Castro, 1946).

Com o surgimento do DOHaD, novas perspectivas sobre o desenvolvimento
fisiologico passaram a ser discutidas (Sebayang et al., 2011). Esta linha de estudo
muito atual baseia-se nos principios da genética, epigenética, ecologia e plasticidade
fenotipica, para associar 0 ambiente perinatal ao surgimento ou ndo de doencas
futuras, assim propondo, que fatores externos podem estimular respostas a curto ou
longo prazo em determinado individuo (Suzuki, 2018). A consolidacao da plasticidade
do desenvolvimento, portanto, recebe influéncias histéricas de estudos nacionais,
incluindo os estudos sobre a fome, realizados pelo cientista Josué de Castro (Castro,
1937; 1946; 1964) e internacionais, incluindo o estudo das repercussoes tardias da
desnutricdo em periodo perinatal (Bergmann; Dudenhausen, 2008; Hales; Barker,
2001).

Os trabalhos mundialmente reconhecidos sdo em sua maior parte ligados a
nutricdo durante as fases criticas de crescimento e desenvolvimento, cujas essas
representam periodos de maior vulnerabilidade plastica dos seres vivos complexos,
como mamiferos (Gluckman; Hanson, 2004; Hales; Barker, 2001). Nesse contexto,
podemos citar alguns modelos tedricos, como a hipotese do fendtipo poupador,
sugerida por Hales e Barker, que associa 0 baixo peso ao nascer a alteragdes no
metabolismo da insulina em fases futuras (Hales; Barker, 2001) e o modelo da carga
e capacidade metabdlica (Wells, 2010), aquele relaciona a nutricdo fetal, observada

em ambiente uterino, a génese de doencas crénicas em individuos adultos.
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Nos ultimos anos, diversos estudos baseados nos constructos
desenvolvimentistas mostraram-se curiosos quanto a compreensdo da estreita
relacdo entre os fatores nutricionais e o sistema nervoso central (Lopes-de-Souza et
al., 2008; Orozco-Solis et al., 2009; Lacerda et al., 2019; Pontes et al., 2023; Visco et
al.,, 2022). Certamente, apés 0 nascimento, o cérebro neonatal perpassa por
constantes modificacfes e a nutricdo oferecida ao recém-nascido configura-se um
fator critico e decisivo a maturacéo cerebral (Beauport et al., 2017; Schneider; Garcia-
Rodenas, 2017). A literatura destaca, por exemplo, que a nutricdo neonatal adequada
pode reduzir 0s riscos para transtornos associados ao neurodesenvolvimento
(Beauport et al., 2017). Outros estudos, ainda, associam a maturacao cerebral tipica
a oferta nutricional macro energética durante o periodo precoce (Schneider; Garcia-
Rodenas, 2017; De Nardo et al., 2022). Tal qual, a suplementacdo dos
macronutrientes, sobretudo as cotas proteicas destinadas aos recém-nascidos,
também parece influenciar o crescimento somatico a curto e longo prazo (Schneider;
Garcia-Rodenas, 2017). Apesar de tais discussdes, sdo escassos 0s estudos em
humanos que investigam as repercussfes dos micronutrientes, como a riboflavina, na
maturagcdo sensorio-motora e desenvolvimento somético em neonatos (de Nardo et
al., 2022). Dados preé-clinicos, no entanto, j& destacam a relacéo entre a deficiéncia
precoce da riboflavina ao subsequente comprometimento do neurodesenvolvimento
neonatal, abrindo um leque para futuras investigacbes com o complexo de vitaminas
B (Blaise et al., 2009).

Figura 1. Linha do tempo dos estudos sobre o desenvolvimento das espécies.
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2.2 DESENVOLVIMENTO SENSORIO-MOTOR E SOMATICO EM HUMANOS E
MODELOS EXPERIMENTAIS: ESTUDO DA ESTRUTURACAO DO
COMPORTAMENTO LOCOMOTOR

Em fases iniciais da vida, a aquisicdo de habilidades motoras perpassa pelo
desenvolvimento de respostas sensoério-motoras precoces, primariamente
espontaneas, que se estabelecem complexas a partir da maturacdo do SNC
(Westerga; Gramsbergen, 1993). Essa janela de maturacdo responde a fatores
genéticos e epigenéticos, de modo que intervencdes extrinsecas, como manipulacdes
nutricionais, imobilizagdo de membros ou exposi¢cdo a farmacos, podem estimular
respostas, adaptativas ou ndo (Geisler; Westerga; Gramsbergen, 1993). Em ratos, o
desenvolvimento sensorio-motor expressa respostas reflexas primitivas, que se
estabelecem durante os 21 dias de lactacdo (Fox, 1965). Esses reflexos sao
comandos nervosos emitidos, em resposta a estimulos periféricos, pelas regides do
tronco cerebral, cerebelares, corticais e medulares (Bronsing; Van Der Burg; Ruigrok,
2005). Fox (1965) através de estudos experimentais, denomina os reflexos
neurologicos do rato como preensao palmar, recuperacdo de decubito, aversédo ao

precipicio, resposta ao susto, geotaxia negativa e queda livre.
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Consoante a ontogénese de reflexos, as regides musculares (gastrocnémio e
sb6leo) se desenvolvem e apresentam, a partir dos dias 16 a 20 pos-natal,
motoneuronios, que responderdo, mediante o SNC, ao desenvolvimento das tarefas
locomotoras (Westerga; Gramsbergen, 1993). No ser humano, as fun¢cbes sensorio-
motoras sao reguladas pelas regifes supra espinhais e emitidas pelas regides do
tronco cerebral e da medula (Hadders-Algra, 2018b). Somente a partir do terceiro més
de vida, o individuo comeca a desenvolver mecanismos ainda mais complexos, que
respondem ao ambiente, a partir de estimulos periféricos, para a realizacdo de
atividades locomotoras (Hadders-Algra, 2018b). Essas respostas amadurecem a partir
da aquisicao das habilidades motoras grossas e finas e sao inicialmente apresentadas
por meio de funcdes destinadas a comunicacdo e a linguagem (Hadders-Algra,
2018a). Durante esse periodo, as regides musculares também se desenvolvem e
nota-se intenso crescimento somatico (Demers et al., 2020).

Os anos iniciais de vida constituem periodos criticos importantes do
desenvolvimento fisiolégico e anatdbmico, sobretudo para a génese de conexdes
neurais relacionadas ao comportamento motor (Giza; Prins, 2006; West-Eberhard,
1986). A locomocgao representa um marco importante no desenvolvimento infantil
(Cappellini et al., 2020) e é realizada através da manipulacdo dos sistemas
musculoesqueléticos contra a forca gravitacional (Aoi; Funato, 2016). O periodo fetal
e a infancia sé@o etapas consideraveis para o amadurecimento do sistema nervoso
central dos animais, porquanto nessas fases, 0 organismo encontra-se muito sensivel
as influéncias sobre o aprendizado e a assimilacdo das fungbes motoras (Cappellini
et al., 2020). O aprendizado da locomocéao é paralelo & maturacéo do sistema nervoso
e por ele influenciado, integrando-se de modo complexo com todo o sistema
musculoesquelético (Fragopoulou et al., 2019; Westerga; Gramsbergen, 1993).
Portanto, a maneira na qual os animais se locomovem resulta de interagOes
intrincadas entre os elementos neurais, neuronais, elementos musculares, tendinosos,
osteoarticulares etc., todos responsaveis pela geracao de propriedades biomecanicas
(Miles; Sillar, 2011).

7

O sistema musculoesquelético € organizado de maneira semelhante e
caracteristica em suas formas e func¢des (Biewener, 2016). As fibras musculares
esqueléticas possuem atributos mecanicos e energéticos, que em resposta as

demandas motoras, desempenham funcdes essenciais na regulacdo da locomocéao
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(Biewener, 2016; Roberts, 2002). As propriedades funcionais deste sistema
encontram-se relacionadas e codependentes a ativacao da juncdo neuromuscular e
das unidades musculo-tend&o, importantes para a despolarizagao e trabalho muscular
(Biewener, 2016; Josephson, 1999). O grau de tensao produzido através da contracao
musculoesquelética sobrevém das especialidades relacionadas a velocidade,
dindmica da ativacdo dos musculos e nexo comprimento-forca aplicados na realizacao
da tarefa (Roberts, 2002). Os tendbes sao estruturas biomecanicas que auxiliam o
desempenho muscular durante a execucéo das atividades locomotoras. Assim, junto
aos musculos, estes elementos constituem as unidades musculo-tendineas e
fornecem suporte funcional as fibras musculares durante os movimentos corporais

(Roberts, 2002).

Os movimentos realizados pelos animais sdo organizados e resultam da
conexao entre o sistema nervoso, sistema musculoesquelético e ambiente (Aoi;
Funato, 2016). Assim, as regifes centrais participam ativamente da execucdo de
atividades locomotoras através da relacdo estimulo-resposta com as regides
periféricas (Westerga; Gramsbergen, 1993). O cerebelo, medula espinhal, tronco
encefalico e nlcleos da base séo regifes responséaveis pela integracao de funcdes
sensoriais e vestibulares aos comandos motores para promover a movimentagao (Aoi;
Funato, 2016). A atuacdo da medula espinhal na ativacdo muscular durante a marcha
humana pode ser subjacente aos reflexos espinhais ou a atividade dos geradores de
padrdes centrais (GPCs) (Minassian et al., 2017). Além disso, a formacao reticular do
tronco cerebral apresenta uma regiao de controle da locomog¢é&o que modula os GPCs
localizados na medula e integrados no mesencéfalo (Komiyama, 2010). Durante um
comportamento locomotor, masculos sinérgicos produzem forcas que, juntas, atuam
na movimentagdo de um determinado membro; essas forgas sao denominadas de
reflexos motores, desenvolvidos no inicio da vida de maneira adquirida ou adaptativa
(Madarshahian; Letizi; Latash, 2021). Eles sdo respostas motoras a um estimulo
sensorial e atuam como reguladores da locomocéao humana (Zehr; Komiyama; Stein,
1997; Zehr; Stein, 1999; Zehr; Stein; Komiyama, 1998; Komiyama, 2010; Minassian et
al., 2017).

Os reflexos adquiridos compdem nosso desenho genético, enquanto 0s
adaptativos sédo aprendidos por meio da aquisicdo das habilidades motoras e

codificados pelos circuitos da medula espinhal (Verbruggen et al., 2014). E por meio
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desta adaptacao que os animais conseguem manipular com mais facilidade as suas
massas corporais de acordo com o0 ambiente, fatores extrinsecos e variacdes
morfologicas (Thor; Strohmer; Manoonpong, 2021). A depender da fase e tarefa,
esses aferentes podem estimular efeitos inibitérios ou excitatorios nos musculos,
sendo capazes de induzir uma atividade funcional, como a caminhada ou manutengao
postural na posicdo em pé (Zehr; Stein, 1999). Em animais experimentais, reflexos
primitivos séo avaliados durante o periodo de lactacéo e podem indicar parametros de
maturacdo neural e desenvolvimento tipico (Fox, 1965). Logo, durante a transicédo
entre o periodo neonatal e fase adulta, a ontogénese dos reflexos sensério-motores e
caracteristicas somaticas caracterizam o desenvolvimento rostral caudal em roedores
(Dobbing; Smart, 1974; Fox, 1965).

As regibes neurais responsaveis pela integracdo dinamica dos elementos
responsaveis pela locomogéo, combinam e manipulam diferentes comandos motores
para realizacdo das funcdes locomotoras (Aoi et al., 2010; Aoi; Funato, 2016). Na
medula espinhal dos vertebrados, conjuntos especificos de neurdnios parecem ser
utilizados para realizacdo de atividades locomotoras; estes agrupamentos nervosos
sdo nomeados de GPCs (Minassian et al.,, 2017). Os GPCs impulsionam a
movimentacdo dos grupos musculares durante a execugdo de tarefas ritmicas ou na
auséncia de feedback sensorial (Minassian et al., 2017). Eles sao responsaveis pelo
controle do ritmo locomotor as estimulacdes sensoriais, através do gerador de ritmo,
e por ajustes no padréo da atividade motora, por meio das redes de formacao de
padrbes, diante da ativagdo dos motoneurdnios (Aoi et al., 2010). As regides motoras
supraespinhais, como o cOrtex motor e o trato corticoespinal, também atuam sobre os
reflexos segmentares e os agrupamentos musculares, e por isso, aumentam o

desempenho da marcha locomotora em humanos (Solopova et al., 2015).

A movimentacao corporal ritmica demanda, do organismo, a manutencdo da
coordenacdo motora, que representa um fator essencial para o comportamento
locomotor adaptativo, visto que auxilia o desempenho energético, sobretudo na
realizacdo de atividades voluntarias, incluindo locomover-se sobre obstaculos ou
padrbes de marcha, como andar e correr (Aoi; Funato, 2016). Sobre essas tarefas, os
reflexos cutdneos e musculares atuam de forma integrada, possibilitando equilibrio,
postura e deslocamento espacial com precisao (Zehr; Stein, 1999; Komiyama, 2010).

Tal maturacao e integracéo desses sistemas ocorre em tempo similar a maturacéo do
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SNC e regifes sométicas, incluindo ossos, articulagdes, musculos e tenddes (Miles;
Sillar, 2011) (Figura 2).

Figura 2. Constituicdo e regulacéo da locomocéo.
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Fonte: autora (2024).

2.3 RIBOFLAVINA: CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E FUNCOES SOBRE O
DESENVOLVIMENTO SENSORIO-MOTOR E SOMATICO EM HUMANOS E
MODELOS EXPERIMENTAIS

A riboflavina € um micronutriente pertencente ao complexo B, caracterizado por
coloracdo amarelo-alaranjada, baixo peso molecular e altissima sensibilidade a luz
(Chawla; Kvarnberg, 2014). Sua estrutura molecular envolve a ligacao quimica de uma
cadeia lateral do acguUcar ribitol a um anel de flavina isoaloxazina (Wu et al., 2005). Em
humanos, niveis deficitarios de riboflavina sdo comumente relatados em paises

subdesenvolvidos, devido ao perfil alimentar existente, nutricionalmente empobrecido



28

(Kennedy, 2016). Encontra-se envolvida no desenvolvimento saudavel de tecidos,

fluidos, cognicdo e homeostase bioenergética (Bourgonje et al., 2022).

A vitamina B2 é um componente essencial da respiracdo mitocondrial, que
influencia as atividades metabdlicas de inUmeros sistemas, incluindo o SNC e tecido
muscular (Kennedy, 2016). Além de sua participacdo nas inUmeras cascatas que
regulam o estresse oxidativo, esta vitamina pode estimular a biogénese e a atividade
mitocondrial (Powers, 2003). Isso porque a mitocondria exibe dois complexos
formadores de elétrons, o complexo I, regulado por FMN, e o complexo I, regulado
por FAD; nessas regides, produzem-se elétrons, que seguem para os complexos Il e
IV, respectivamente regulados pela coenzima Q10 e COX, para posteriormente
estabelecer um gradiente de préotons para génese de ATP, no complexo mitocondrial
V (Henriques et al., 2010).

Em mamiferos, a riboflavina é transportada para os enterdcitos através do
transportador RFVT3, que permite a absor¢do da vitamina diante da ingestéo dietética
(Barile et al., 2016). O transportador RFVT1 é encontrado na placenta, possibilitando
a passagem da riboflavina entre mae e feto, enquanto o transportador RFVT2 &
encontrado em 6rgados metabdlicos e corrobora a eficiéncia energética das regides do
pancreas, figado e masculo (Barile et al., 2016). E a fosforilagdo da riboflavina, a partir
de RFK, gque permite a sua entrada nas células em formas ativas de FAD e FMN
(Hirano et al., 2011).

A riboflavina atua como precursora das flavoenzimas FAD e FMN, que
participam do funcionamento de diversas enzimas que compdem O proteossoma
humano, incluindo as desidrogenases, oxidases, redutases e mono oxidases
(Lienhart; Gudipati; Macheroux, 2013). Juntas, essas proteinas desempenham papéis
criticos no transporte de elétrons a nivel mitocondrial, homeostase redox, ciclo do
acido citrico, catabolismo de amino&cidos e oxidagdo de &cidos graxos (Henriques et
al., 2010). Elas atuam para a regulagédo de apoptose, sintese de DNA e metabolismo

de hormdnios e outras vitaminas do complexo B (Mosegaard et al., 2020).

O ambiente nutricional acentuado, reduzido ou desequilibrado, oferecido ao
recém-nascido durante o periodo neonatal, pode repercutir sobre as fungcdes neurais

gue estdo em ontogenia, dentre elas as conexdes sensorio-motoras (Cappellini et al.,
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2020; Georgieff; Ramel; Cusick, 2018). Baixos niveis de vitaminas do complexo B no
leite materno, dentre elas a riboflavina, foram associados ao precoce surgimento de
habilidades motoras grossas, ainda imaturas, em humanos neonatos (Torsvik et al.,
2015). Os prejuizos das baixas concentragdes de riboflavina em fases neonatais sobre
as func¢des sensorio-motoras foram também evidenciados em animais experimentais,
gue apresentaram deficiéncias precoces, como a atipicidade na ontogénese de
reflexos primitivos, e danos tardios, incluindo falhas na atividade locomotora em fase
adulta (Blaise et al., 2009). A suplementacdo neonatal com riboflavina, por outro lado,
pode estimular a ontogénese de reflexos e a locomogdo em ratos submetidos a

privacdo de oxigénio cerebral (Blaise et al., 2009).

Recentemente, produzimos dois estudos de revisdo sobre os beneficios da
riboflavina nas diferentes fases do desenvolvimento (Silva-Aradjo et al., 2023; Silva-
Araujo et al., 2024). Foram reunidos estudos clinicos e pré-clinicos que demonstram
os efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e neuroprotetores da riboflavina no SNC
(Silva-Araujo et al., 2023), bem como na regulacéo do peso corporal (Silva-Aradjo et
al.,, 2024a). Essas funcbes estdo relacionadas a recuperacdo das habilidades
sensério-motoras, comprometidas no dano cerebral decorrente de hipoxia, sobretudo
em estagios iniciais de vida (Silva-Araujo et al., 2023). Isso decorre do aumento da
producado de energia pelas mitocondrias, mediante o tratamento com riboflavina, que
esta associado a neurogénese e a reducdo da inflamacdo e do estresse oxidativo
(Agte; Paknikar; Chiplonkar, 1998). Ademais, através da interacdo proposta entre a
riboflavina e o metabolismo energético, a suplementacdo desta vitamina em doses
farmacoldgicas tem sido associada a regulagcédo do peso corporal e da densidade de
peso de orgaos (ex vivo) (Debski et al., 2006; Lewicka et al., 2017; Silva-Araujo et al.,
2024a).

A suplementacdo dietética durante os 21 dias p6s-natais com riboflavina (177,6
mg/kg/dia) reduziu o indice de mortalidade, preveniu o surgimento de lesbes nas
extremidades corporais e preservou a composicao lipidica das regides encefélicas
(Ogunleye; Odutuga, 1989). Os compostos lipidicos sdo 0s responsaveis pela
constituicdo da bainha de mielina dos neurbnios, assim possibilitando a conducgéo
saltatéria dos impulsos sinapticos (Dubois et al.,, 2014). Entretanto, os niveis

deficitarios de riboflavina em fases neonatais estdo associados a deficiéncia no
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metabolismo de &cidos graxos e ao subsequente comprometimento da estruturacao

de membranas celulares do cerebelo (Ogunleye; Odutuga, 1989).

Em humanos, a suplementacdo com altas doses de riboflavina (50 a 100
mg/kg), durante os primeiros 5 anos de vida, estimula o crescimento somatico, as
fungcBes sensdrio-motoras e reduz a deficiéncia no complexo mitocondrial 1l (Bugiani
et al., 2006). Este achado refor¢ca a atuacao da riboflavina no desenvolvimento fisico,
sobretudo pela dependéncia existente entre as funcdes associadas a homeostase
energética, proliferacdo e diferenciacdo celular (Jin et al., 2020). Por estimular a
regulagcdo do metabolismo 0sseo em células embrionarias humanas, cultivadas in
vitro, a riboflavina foi importantemente descrita para a transcricdo e estabilizacao de
cateninas, proteinas responsaveis pelos processos de adeséao celular (Chaves Neto
et al., 2010). Portanto, intervencdes farmacolégicas com riboflavina parecem
apresentar efeitos estimulantes sobre a maturacéo dos sistemas, tanto em parametros
sensorio-motores (associados ao SNC), quanto somaticos (relacionados ao
desenvolvimento fisico) (Ogunleye; Odutuga, 1989; Silva-Araujo et al., 2023) (Figura
3).

Figura 3. Esquema ilustrativo sobre caracteristicas da riboflavina, fontes, funcdes e

hipoteses estudadas.
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3 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos experimentais do nosso grupo de pesquisa buscam avaliar a
participagdo nutricional sobre o desenvolvimento, sobretudo a plasticidade fenotipica
do desenvolvimento, através de modelos experimentais em animais. Em roedores,
marcos da evolucdo neonatal podem ser observados através da analise da
ontogénese sensoério-motora e da maturacdo somatica, consoante ao estudo do
crescimento murinométrico e do desenvolvimento neuromotor. Nesse contexto, as
repercussdes precoces e tardias de estimulos nutricionais ou farmacolégicos durante
o periodo critico de desenvolvimento sao temas de grande interesse nas pesquisas
atuais. Até o0 momento, nenhum estudo investigou os efeitos de diferentes doses da
vitamina B2 (riboflavina) sobre o desenvolvimento sensdrio-motor e somatico em
ratos. Ademais, informacdes acerca da seguranca e eficacia de doses de riboflavina
ndo estdo totalmente elucidadas. A partir da avaliagcdo pré-clinica do tratamento
crénico com riboflavina, estudamos a relacdo dose-resposta entre a riboflavina e a
ontogénese das funcdes sensorio-motoras, desenvolvimento e caracterizacao
somatica, e parametros neuromotores, incluindo a constuiticdo do comportamento
locomotor, em ratos, durante a fase neonatal até a adolescéncia. Este estudo podera
contribuir com a a aplicabilidade terapéutica da riboflavina em condicbes adversas,
surgidas durante o desenvolvimento neonatal, que prejudicam 0s parametros
sensério-motores, dentre as quais destacam-se a paralisia cerebral. Ademais, amplia
a compreensdo acerca da seguranca e eficacia de doses de riboflavina quando

administradas de maneira farmacoldgica durante o inicio da vida.
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4 HIPOTESE

O tratamento cronico com riboflavina tem efeito dose-dependente sobre o

desenvolvimento sensoério-motor e somatico em ratos neonatos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos do tratamento cronico com diferentes doses de riboflavina

sobre 0 desenvolvimento sensério-motor, maturacdo somaéatica, crescimento

murinométrico e pardmetros neuromotores em ratos neonatos.

5.2

521

5.2.2

5.2.3

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar durante o periodo de lactagédo (P1 - P21)

Ontogénese sensorio-motora, através dos seguintes testes reflexoldgicos:
preensdo palmar, recuperacao de decubito, colocacdo pelas vibrissas, aversao
ao precipicio, resposta ao susto, geotaxia negativa e queda livre;

Maturacdo somatica, por meio do surgimento das seguintes caracteristicas:
abertura do pavilhdo auditivo, abertura do conduto auditivo, abertura ocular,
erupcao dos incisivos inferiores e erupc¢ao dos incisivos superiores;
Crescimento murinométrico, através da analise do peso corporal e das
seguintes medidas murinométricas: eixo latero-lateral do crénio, eixo antero-

posterior do créanio, eixo longitudinal e comprimento da cauda.
Avaliar ap6s o tratamento com riboflavina (P22 — P35)

Marcha locomotora, através do teste Catwalk, no P28;

Atividade locomotora em campo aberto, no P28;

Forca muscular, através do teste de forca manual em P28, realizado pelo
aparelho GripStrength Sytem;

Coordenacao motora e equilibrio, através do teste de barras paralelas, em P35.
Avaliar ex vivo (P36)

Peso dos tecidos (cérebro, musculos séleo e EDL, e figado);

indice hepatossomatico.



34

6 METODOS

6.1 ANIMAIS

Foram utilizados 48 ratos machos da raca Rattus Novergicus Albinus, da
linhagem Wistar (10-12 por grupo), provenientes de ratas progenitoras da col6énia do
Biotério de Criacao do Departamento de Nutricdo — UFPE. As ratas progenitoras foram
escolhidas conforme os seguintes critérios: auséncia de consaguinidade, idade entre
90 e 120 dias de vida, peso entre 220 e 250 gramas e primiparas. Estes cuidados
foram adotados para minimizar possiveis influéncias genéticas e fisiolégicas nos
resultados. A prenhez foi diagnosticada pelo peso corporal. Um dia apds o hascimento
foi realizada a sexagem, reducéo de ninhadas e randomizacao aleatéria dos filhotes
com peso corporal ideal (6g a 8g), mantendo-se oito filhotes por nutriz, sendo dois
filhotes para cada grupo experimental, até o 36° dia de vida, quando foram sacrificados
ao fim das andlises. Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo da
Unidade de Estudos em Nutricdo e Plasticidade Fenotipica, sob uma temperatura de
22 *[- 2°C, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas, com luzes apagadas as 8h00,
alojados em gaiolas de polipropileno e livre acesso a 4gua e a dieta padrdo em todas
as etapas do estudo. Toda a manipulacdo animal foi realizada conforme as
recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), Conselho
Nacional de Experimentacao Animal (CONCEA), e somente iniciada apds aprovacao
do Comité de Etica e Pesquisa e Utilizacdo de Animais (CEUA), conforme Lei n
11.794/2008, decreto n. 6.899/2009 e demais disposi¢cOes legais pertinentes, sob
registro n°® 0014/2023 (UFPE).

6.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 10 ninhadas para obtencdo final de 48 ratos machos. Toda as
ninhadas foram padronizadas para oito filhotes por nutriz. Os animais de cada ninhada
foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais e receberam, diariamente,
injecdes no volume de 10 uL/g, via subcutanea, durante os 21 dias pds-natais (P1 ao
P21). Os grupos formados foram: Grupo Controle Salina (Grupo C), formado por
animais que receberam apenas solucgao salina (0,9% de NaCl); Grupo R1, constituido

por ratos que receberam riboflavina na dose de 1 mg/kg, diluida em salina; Grupo R2,
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composto por filhotes machos que receberam riboflavina na dose de 10 mg/kg,
diluidas em salina; e Grupo R3, formado por animais que receberam riboflavina na
dose de 100 mg/kg, diluidas em salina. Ao final dos experimentos, cada grupo foi
composto por 10-12 animais, a depender da andlise experimental. Toda a
manipulacdo considerou os riscos da separa¢do materna, portanto, até o desmame,
os filhotes foram mantidos afastados de suas méaes por um tempo maximo de 6

minutos durante as analises.

6.3 ANALISES EXPERIMENTAIS

6.3.1 Analises experimentais realizadas durante o tratamento com riboflavina
(P1 ao P21 pés-natal)

6.3.1.1 Ontogénese sensorio-motora

Para avaliar os impactos da administracdo de diferentes doses de riboflavina
sobre o desenvolvimento sensério-motor de todos 0S grupos experimentais,
analisamos durante os 21 dias pds-natais, 0s seguintes reflexos: preenséo palmar,
recuperacdo de decubito, colocagédo pelas vibrissas, resposta ao susto, geotaxia
negativa e queda livre. O reflexo foi considerado positivo apds trés dias consecutivos
de aparecimento completo da resposta esperada (Fox, 1965). Ao final, foram
avaliados 12 animais por grupo experimental.

e Preensdo palmar: este € um reflexo primitivo e inerente ao animal. Para
detecté-lo, utilizou-se um bastonete de 5 cm de comprimento e 1 mm de
didametro. Este bastonete foi levemente pressionado na pata anterior esquerda
do animal, onde a resposta foi considerada negativa apds duas tentativas sem
realizacao da flexao;

e Recuperacdo de decubito: o animal foi colocado em decubito dorsal e
apresentou 10 segundos (s) para virar em decubito ventral, apoiando-se sobre
as 4 patas, sendo esta considerada uma resposta positiva,

e Colocagédo de vibrissas: o rato foi suspenso pela cauda até que suas vibrissas
tocassem a borda da mesa. O animal apresentou 10s para colocar as patas

dianteiras sobre a mesa, tentando caminhar;
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Aversao ao precipicio: o animal foi colocado com as patas dianteiras sobre uma
superficie alta e plana (mesa), de forma a detectar o precipicio. O animal
apresentou 10s para se afastar 45° da borda da mesa, caracterizando a
aversao ao precipicio;

Resposta ao susto: o rato foi submetido ao estampido agudo realizado com
recipiente e bastonete metalicos (4,5 cm de largura e 6 cm de comprimento) e
oco, com uma distancia de aproximadamente 10 cm do animal. Considerou-se
como resposta positiva, a ocorréncia de uma retragdo rapida, com simultanea
imobilizacdo do animal, caracterizando o susto;

Geotaxia negativa: o animal foi colocado com a cabeca para baixo e corpo
voltado para cima sobre uma rampa de 45°, coberta com papel crepom preto.
Considerou-se como resposta positiva, 0 movimento giratério do corpo em
aproximadamente 140° associado a colocacdo da cabeca no sentido
ascendente, em tempo estimado de até 10s;

Queda livre: o rato foi segurado pelas quatro patas no sentido ventral e, em
seguida, solto com o dorso para baixo em uma altura de 30 cm (medicdo
realizada através de uma régua), sobre um recipiente de 30 cm de largura x 12

cm de comprimento, com algodao, para amortecer a queda.

6.3.1.2 Maturacao somatica

Para avaliar os efeitos da administracdo de diferentes doses de riboflavina

sobre o desenvolvimento somatico de todos os grupos, observamos o surgimento das

caracteristicas somaticas descritas abaixo, durante o P1 ao P21, conforme o método

proposto por Smart e Dobbing (1971). Ao final, foram avaliados 12 animais por grupo

experimental.

Abertura ocular: considerou-se como idade de maturagéao a abertura dos dois
olhos, acompanhados de movimento palpebral,

Abertura do pavilhdo auditivo: os pavilhdes apresentam-se dobrados por serem
primitivos, mas com o tempo tornam-se palpaveis pelo pesquisador.
Considerou-se este momento como a idade de maturacao;

Abertura do conduto auditivo: os dois orificios auditivos nascem fechados, mas
com o tempo, abrem-se e tornam-se visiveis por auxilio de uma lupa com foco

luminoso. Neste momento, considerou-se a idade de maturacao;
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e Erupcdo dos incisivos inferiores: considerou-se rompimento da gengiva junto a
exposicao dos dentes inferiores incisivos como idade de maturagéo;
e Erupcdo dos incisivos superiores: considerou-se o rompimento da gengiva junto

a exposicao dos dentes superiores incisivos como idade de maturacao.
6.3.1.3 Crescimento murinométrico e evolucdo do peso corporal

Com o objetivo de avaliar as repercussdes da administracdo de diferentes
doses de riboflavina sobre o crescimento somatico, estudou-se diariamente o
desenvolvimento murinométrico e o ganho de peso corporal dos grupos
experimentais. O peso foi aferido através de uma balanca digital calibrada por um
anico avaliador para evitar o surgimento de possiveis vieses. Com o0 auxilio de um
paquimetro digital, o avaliador também analisou as seguintes medidas
murinométricas, conforme proposto por Gouveia et al. (2020): eixo latero-lateral do
cranio, eixo antero-posterior do cranio, eixo longitudinal e comprimento da cauda.
Dessa forma, para as andlises descritas abaixo, consideramos 10 animais por grupo

experimental.

e Eixo latero-lateral do crénio: seguindo uma referéncia de linha imaginéaria
perpendicular ao eixo latero-lateral do cranio, e dividindo os pavilhdes
auriculares, cada animal foi contido por uma das maos do pesquisador, de
modo que sua cabeca se enquadrasse entre o dedo indicador e o polegar,
possibilitando a medicao;

e Eixo antero-posterior do cranio: foram consideradas como referéncias as linhas
médias que vao do focinho ao ponto de intersecdo com outra linha
perpendicular imaginaria, sendo esta Ultima, tangencial as extremidades
posteriores dos pavilhdes auriculares. O animal foi contido com uma das maos
do pesquisador, de modo que sua cabeca se enquadrasse entre o dedo
indicador e o polegar, possibilitando a medicéo;

e Eixo longitudinal: o animal teve o dorso anterior e 0s posteriores comprimidos,
e a cauda de encontro a uma superficie plana e lisa (mesa). Foram feitas
marcac¢des com caneta, permitindo medir a distancia (mm) do focinho a cauda
do rato;

e Comprimento da cauda: o rato foi segurado por uma das maos do pesquisador

e, sua cauda, colocada verticalmente sobre uma base plana e lisa (mesa). Foi
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realizada uma marcagédo com caneta, da base da cauda a extremidade, para

obter-se um valor em mm.

6.3.2 Analises experimentais realizadas ap0s o tratamento com riboflavina (P22
- P35)

6.3.2.1 Marcha em CatWalk

O CatWalk System é um instrumento correspondente a uma passarela fechada,
iluminada por luz fluorescente, capaz de identificar parametros dinamicos e estaticos
na marcha locomotora do animal (Herold et al., 2016). Os ratos sdo habituados um dia
antes do teste e avaliados no P25 para os seguintes parametros capturados pelo
software: base de suporte (cm), variagdo méaxima (%), velocidade de balango (cm/s) e
cadéncia (passos/segundo). O ganho da camera corresponde a 20, e o limiar de
deteccao, a 0,1. As corridas foram realizadas entre 0,50 e 5,00 segundos de duracgéo.
Considerou-se a meédia de trés execucbes compativeis para avaliagcdo. Apos cada
execucao, o aparelho foi cuidadosamente limpo com papel toalha umedecido de
solucdo de etanol a 70%. Para esse teste, consideramos 10 animais por grupo

experimental.
6.3.2.2 Atividade locomotora em campo aberto

O campo aberto € um aparato circular, com 1 metro de comprimento, dividido
em trés zonas. Os animais sdo adaptados um dia anterior ao teste e filmados por 5
minutos em locomocao livre, no dia seguinte, durante a fase escura do ciclo circadiano,
na idade de P28 (Adaptado de Pereira et al., 2021). Utilizamos o software de
rastreamento comportamental ANY-maze para leitura automética dos videos
capturados durante o experimento, onde avaliamos as medidas de velocidade média
(m/s), tempo imovel (s), entrada nas zonas 1, 2 e 3 (n) e tempo de permanéncia nas

zonas 1, 2, 3 (s). Para esse teste, consideramos 10 animais por grupo experimental.
6.3.2.3 Avaliacdo da forgca muscular

Para avaliar a forgca muscular, utilizou-se o teste de forca por preensdo manual,
através de um indicador de forca muscular geral, o GripStrength System. Este teste é

semelhante ao teste de preensao palmar para pessoas e avalia a capacidade do
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animal de segurar um dispositivo com a pata (Meyer et al., 1979). Em P28, os ratos
foram posicionados horizontalmente a partir de uma barra para apoio (Grip) e puxados
de maneira lenta e continua para baixo, até soltarem. O ensaio foi repetido trés vezes
e calculou-se a média do pico de forca aplicado pelas patas dianteiras. Os ratos foram
pesados antes do teste, permitindo que a forgca de preensédo fosse normalizada pelo
peso. Assim, avaliamos o pico de forca muscular geral e o relativo ao peso corporal.

Para esse teste, consideramos 10 animais por grupo experimental.
6.3.2.4 Avaliacdo da coordenac¢ado motora e equilibrio

O teste de barras paralelas foi realizado em P35 para avaliar a coordenacao
motora dos animais em locomocéao livre. O aparato constitui-se de duas barras de aco,
com 1,0 cm de didmetro e 1,15 cm de comprimento. Elas sdo conectadas a uma
plataforma de 15x50 cm? e distanciadas por 2,5 cm entre si. O teste foi realizado
segundo o protocolo adaptado de Costa-de-Santana et al. (2023), cujos animais sao
habituados um dia anterior a analise e posteriormente avaliados quanto ao tempo
percorrido em movimento (S) e erros equiparados de passos (n). Foram avaliados o
tempo em movimento sem queda (S) e 0 numero de erros de passos por segundo de
tempo em movimento (n/s). Utilizou-se uma camera filmadora para capturar imagens
da movimentacgéo dos animais durante 3 minutos. Corridas inferiores a 2 minutos de
duracdo foram desconsideradas, repetindo-se o0 experimento. Para esse teste,

consideramos 10 animais por grupo experimental.

6.3.3 Analises experimentais ap6s o sacrificio (P36)

6.3.3.1 Peso dos 6rgéaos

Os animais foram pesados e sacrificados no P36, apos a realizacao de todas
as analises comportamentais. Os ratos de todos 0s grupos experimentais foram
eutanasiados por decapitacdo e seus tecidos (cérebro, soléo, EDL e figado) coletados
para analise do peso atravées de uma balanca digital calibrada. Nessa analise,

consideramos uma amostra de 6 animais por grupo experimental.

6.3.3.2 indice hepatossomaético
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O sacrificio dos animais foi realizado no P36, ap6s todas as analises
comportamentais e afericdo de peso corporal (PC). Para a coleta do figado, realizou-
se a decapitacdo com auxilio de guilhotina. O peso do figado (PF) dos animais de
todos os grupos experimentais foi aferido através de uma balanca digital,
imediatamente ap0s a sua extracdo. O indice hepatossomatico (IH) foi calculado
através da seguinte formula: PF/PC x 100 (Wotoon et al., 1978). Nessa andlise,

consideramos uma amostra de 6 animais por grupo experimental.

6.4 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o programa estatistico GraphPad Prism 8 para analise dos dados
coletados. A normalidade dos resultados foi avaliada segundo o teste Kolmogorov-
Smirnov. O teste anova Two-way medidas repetidas foi aplicado para a analise
estatistica do peso corporal e crescimento murinomeétrico. Na avaliacdo desses dados,
considerou-se o fator de interacdo entre grupos (F). A analise da ontogénese de
reflexos, maturacdo somatica, testes comportamentais (marcha e atividade
locomotora, forca muscular e coordenacdo motora/equilibrio), peso dos 6rgédos e
indice hepatossomaético foi realizada através do teste Kruskal-Wallis. Todos os
resultados foram avaliados, secundariamente, pelo pos-teste Dunnet. Os dados de
peso corporal, crescimento murinométrico, testes comportamentais, peso dos 6rgaos
e indice hepatossomatico foram sumarizados em média + desvio padrdo da média,
enquanto os resultados referentes a ontogénese de reflexos e maturagdo soméatica
foram apresentados através de mediana e valores de minimo e maximo. Para todos

os fins, consideramos o valor de p<0,05 como estatisticamente significativo.
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7 RESULTADOS

7.1 ONTOGENESE DE REFLEXOS E MATURACAO DAS CARACTERISTICAS
SOMATICAS

A ontogénese de reflexos e a maturacéo soméatica foram avaliadas em todos os
grupos experimentais durante o P1 ao P21 poés-natal. Diferencas ndo foram
observadas apenas para a maturacdo dos reflexos de preenséo palmar (teste Kruskal-
Wallis: 4,870; p=0,1816) e resposta ao susto (teste Kruskal-Wallis: 3,611; p=0,3066).
A colocacéo pelas vibrissas distinguiu-se entre 0s grupos experimentais (teste
Kruskal-Wallis: 24,17; p=0,0001) e os animais R2 e R3 atingiram mais rapidamente a
maturacao reflexa (C vs R2; p=0,0005; C vs R3; p<0,0001). A ontogénese do reflexo
recuperacao de decubito diferiu entre os grupos avaliados (teste Kruskal-Wallis: 21,36;
p<0,0001), com surgimento mais acelerado para os animais R3 (C vs R3; p<0,0001).
Observou-se diferenca para a ontogénese do reflexo de aversdo ao precipicio (teste
Kruskal-Wallis: 12,36; p=0,0062), com maturacdo precoce para o grupo R3 (C vs R3;
p=0,0018). A geotaxia negativa, ademais, diferiu entre os grupos experimentais (teste
Kruskal Wallis: 18,41; p=0,0004), com um surgimento acelerado para o grupo R3 (C
vs R3; p<0,0001). Por fim, a ontogénese do reflexo de queda livre também se
distinguiu entre os grupos analisados (teste Kruskal-Wallis: 10,41; p=0,0154) e
apresentou-se antecipado para os animais R3 (C vs R3; p=0,0045). Quanto a
maturacao das caracteristicas fisicas, observou-se diferenca para a abertura ocular
(teste Kruskal-Wallis: 17,02; p=0,0007), com maturacao acelerada para os animais R3
(C vs R3; p=0,0018), para a erupgéo dos incisivos inferiores (teste Kruskal-Wallis:
10,96; p=0,0120), cujos animais do grupo R3 rapidamente alcancaram a resposta
somaética esperada (C vs R3; p=0,0276), e para a erupcado dos incisivos superiores
(teste Kruskal-Wallis: 15,45; p=0,0015), com um surgimento precoce para 0s animais
R3 (C vs R3; p=0,0024).

Reflexo C(n=12) R1(n =12) R2 (n =12) R3 (n =12)

Preensao 4,0 (3-5) 3,0 (3-4) 3,5 (3-5) 3,0 (3-4)

palmar
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Recuperacdo 7,5 (6-10) 6,5 (3-9) 6,0 (5-8) 5,0 (3-6)""°
de decubito
Colocacéo 7,0 (5-10) 6,0 (3-9) 45 (3-6)" 4,0 (3-5)""°

pelas

vibrissas

Aversao ao 7,0 (6-9) 6,5 (4-9) 6,0 (5-8) 5,0 (4-7)""
precipicio

Respostaao  13,5(13-18) 14,0 (12-16) 14,0(13-16) 12,0 (10-14)
susto

Geotaxia 12,0 (9-17) 9,0 (7-13) 10,5 (8-13) 7,0 (5-13)"°
negativa

Queda livre  16,5(10-18) 13,0 (10-17) 12,5(11-16) 12,0 (10-14)*

Caracteristica somatica
Abertura 14,0 (13-14) 14,0 (13-15) 14,0 (12-15) 13,0 (11-
ocular 14)"c
Abertura do 2,0 (2-6) 2 (2-4) 2 (2-5) 2 (2-3)

pavilhdo

auditivo
Abertura do 12,0 (8-14) 11,5 (8-13) 12 (8-12) 11,5 (8-12)

conduto

auditivo
Erupcao dos 9,5 (8-11) 9,0 (8-10) 9,5 (7-12) 7,0 (7-9)7c

incisivos

superiores
Erupcao dos 10,5 (9-14) 11,0 (9-13) 11,5 (9-14) 9,0 (9-11)

incisivos

inferiores

Tabela 1. Dia pos-natal da ontogénese dos reflexos e maturacdo somatica. Esses
marcos foram avaliados durante o periodo de intervencdo neonatal com veiculo ou
riboflavina (P1 ao P21). Os grupos foram divididos de acordo com o tratamento: C
(controle, n = 12); R1 (riboflavina, 1 mg/kg, n = 12); R2 (riboflavina 10 mg/kg, n = 12),

R3 (riboflavina 100 mg/kg, n = 12). Os dados sao apresentados como mediana e valor
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minimo e maximo. A analise estatistica foi realizada pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis e seguido do pds-teste Dunnet. 2C vs R1, °C vs R2, °C vs R3; *p<0.05;
**p<0.01; **p<0.001; ****p<0,0001.

7.2 PESO CORPORAL

O peso corporal foi aferido durante os dias P1 ao P25 em todos os grupos
experimentais. Houve interacdo entre os grupos [F (3,137, 34,50) = 16,23; p<0,0001] e
valores distintos foram observados entre os grupos C e R2, no dia P17 (C: 33,25 +
3,40; R2: 29,00 + 2,39, p<0,05), com ganho de peso reduzido para 0s animais R2 em
comparacgao aos controles, assim como entre os animais R3 e C, durante os dias P13
a P14 (C: 25,50 + 1,41; R3: 23,88 + 0,88, p<0,05) e P15 ao P25 (C: 43,45 + 9,11; R3:
33,31 £ 5,21, p<0,01), com um ganho de peso reduzido para 0s animais tratados com
100 mg/kg de riboflavina em comparacao ao grupo controle. Dessa forma, nota-se
efeitos das doses 10 mg/kg e 100 mg/kg sobre a reducéo do peso corporal a partir da
segunda semana de intervengcao neonatal, com resultados permanentes para a dose
elevada (grupo R3), mesmo apds o término da administragdo farmacoldgica (P1 ao
P21) (Figura 4).

Figura 4. Analise do peso corporal durante os dias P1 ao P25 pds-natal. A composicéo
dos grupos € de acordo com a intervencédo neonatal (P1 ao P21) com riboflavina (1,
10 ou 100 mg/kg) ou veiculo: C (controle, n = 10); R1 (riboflavina, 1 mg/kg, n = 10);
R2 (riboflavina, 10 mg/kg, n = 10); e R3 (riboflavina, 100 mg/kg, n = 10). Os dados sé&o
apresentados como média e desvio padrdao da média e foram analisados por meio do
teste de analise de variancia para medidas repetidas anova two-way seguido do teste
post hoc de Dunnet. 2C vs R1; °C vs R2; °C vs R3. *p<0,05; **p<0,01.
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7.3 CRESCIMENTO MURINOMETRICO

O crescimento murinométrico foi avaliado durante o tratamento neonatal com
veiculo ou riboflavina (P1 ao P21 pds-natal), através das medi¢des dos eixos antero-
posterior e latero-lateral do cranio, eixo longitudinal e eixo caudal. N&o houve interagcéo
entre 0s grupos para o crescimento do eixo antero-posterior do cranio [F (o, 776) =
0,4425; p>0,9999], cujo comprimento nao diferiu entre os grupos durante os 21 dias
de andlise somética (C = 28,58 + 6,08; R1= 29,25 + 5,96; R2 = 28,67 + 5,99, R3 =
28,75 + 5,50; p>0,05) (Figura 5A). A interacdo entre oS grupos experimentais para o
comprimento do eixo latero-lateral do cranio ndo foi significativa [F (o, 776y = 1,184;
p=0,1672], mas os animais do grupo C apresentaram um maior comprimento com
relacdo aos animais R3 nos dias P15 (C = 21,69 + 1,80; R3 = 20,43 £ 1,34; p<0,05),
P16 (C=22,17 £ 1,95; R3=20,93 + 1,44; p<0,05), P17 (C=22,81+1,94; R3=21,58
+1,37; p<0,05), P18 (23,29 + 1,54; R3 = 22,00 + 1,39; p<0,05), P19 (C = 23,63 £ 1,52;
R3=22,15+1,41; p<0,05) e P20 (C = 23,84 + 1,40; 22,56 + 1,21; p<0,05) (Figura 5B).
Uma interacdo entre os grupos para o eixo longitudinal [F (o, 776) = 1,342; p=0,0472]
foi também observada (C = 18,35 + 4,34; R1 = 18,65 + 4,25; R2 = 18,58 + 4,32; R3 =
18,01 + 3,57), cujo comprimento mostrou-se acentuado para o0s animais C,
comparados ao grupo R3, durante os dias P18 (C = 23,39 + 1,54; R3 = 22,00 + 1,39;
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p<0,05), P19 (C = 23,63 + 1,52; R3 = 22,15 + 1,41; p<0,05) e P20 (C = 23,84 + 1,40;
R3 = 22,56 *+ 1,21; p<0,05) (Figura 5C). Nao houve interacao entre os grupos para o
eixo caudal [F @0, 776y = 0,8796; p=0,7289], cujo crescimento apresentou-se
padronizado para todos os animais analisados durante os 21 dias pos-natais (C =
43,24 + 15,73; R1 = 45,18 + 16,55; R2 = 43,87 + 15,26; R3 = 43,22 + 13,97) (Figura
5D).

Figura 5. Analise do crescimento somaético durante o periodo de intervencédo neonatal
(P1 ao P21). A composigéo dos grupos é de acordo com o tratamento com riboflavina
(1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (salina, 0,9% NaCl, sem riboflavina: C (controle, n =
10); R1 (riboflavina, 1 mg/kg, n = 10); R2 (riboflavina, 10 mg/kg, n = 10); e R3
(riboflavina, 100 mg/kg, n = 10). Os dados sdo apresentados como meédia e desvio
padrao da média e analisados por meio do teste de andlise de variancia para medidas
repetidas two-way seguido do teste post hoc de Dunnet. 2C vs R1; °C vs R2; °C vs R3.
*p<0,05.
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7.4 MARCHA EM CATWALK

Em P28, todos os animais foram submetidos & analise da marcha locomotora
em CatWalk. As seguintes medidas foram padronizadas em todos 0s grupos
experimentais: duracéo de corrida (s) (Figura 6A —C: 2,47 £ 0,54; R1: 2,52 + 0,53; R2:
2,48 £ 0,57; R3: 1,94 + 0,94), velocidade média (m/s) (Figura 6B — C: 8,38 + 1,93; R1:
7,91 £ 1,06; R2: 7,83 £ 1,05; R3: 8,10 + 2,36) e base de suporte (cm) (Figura 6E — C:
3,72+ 1,34;R1: 3,81 +1,21; R2: 3,67 £ 1,08; R3: 3,84 £ 1,27). No entanto, com relagéo
aos animais controle, o grupo R3 apresentou valores otimizados no nimero médio de
passos realizados durante uma corrida (Figura 6C — teste Kruskal-Wallis: 10,61; C:
20,50 + 7,59; R3: 10,11 + 7,85; p=0,0170) e no numero de passos calculados por
segundo de tempo (Figura 6D — teste Krukal-Wallis: 13,05; C: 10,59 * 3,54; R3: 5,99

+ 2,91; p=0,0014), sugerindo eficiéncia metabdlica durante a atividade fisica.

Figura 6. Analise da marcha locomotora, através do CatWalk, em P28. A composicdo
dos grupos é de acordo com a intervengao com riboflavina (1, 10 ou 100 mg/kg) ou
veiculo (salina, 0,9% NacCl, sem riboflavina): C (controle, n = 10); R1 (riboflavina, 1
mg/kg, n = 10); R2 (riboflavina, 10 mg/kg, n = 10); e R3 (riboflavina, 100 mg/kg, n =
10). Os dados sao apresentados como média e desvio padrdo da média e foram
analisados por meio do teste Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunnet. 2C
vs R1, °C vs R2, °C vs R3; *p<0.05; **p<0.01.
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7.5 ATIVIDADE LOCOMOTORA EM CAMPO ABERTO

Em P28 poés-natal, avaliou-se a atividade locomotora em campo aberto para
todos os grupos experimentais. Nao foram reportadas diferencas quanto a velocidade
média (C: 0,145 + 0,029; R1: 0,145 + 0,027; R2: 0,149 £ 0,025; R3: 0,130 + 0,030),
tempo imovel (C: 97,14 + 41,75; R1: 87,04 £ 27,67; R2: 82,69 + 25,76; R3: 97,09 +
23,38), tempo em zonas 1 (C: 20,19 £ 10,17; R1: 18,14 + 9,71; R2: 22,91 + 10,92; R3:
22,70 £ 7,74), 2 (C: 44,83 £ 17,36; R1: 44,21 + 16,21; R2: 46,51 £ 10,53; R3: 53,48 +
16,78) e 3 (C: 224,82 + 26,35; R1: 234,88 + 16,31; R2: 225,33 + 20,80; R3: 229,96 +
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23,48), e numero de entradas nas zonas 1 (C: 6,00 + 2,49; R1: 7,60 + 3,06; R2: 7,70
+ 3,56; R3: 6,80 + 3,93), 2 (C: 22,60 + 7,04; R1: 24,10 + 9,42; R2: 22,20 + 7,42; R3:
22,70 £ 7,74) e 3 (C: 17,30 £ 5,37; R1: 17,50 + 7,21; R2: 15,30 + 4,69; R3: 16,50 +
5,35) (Figuras 7A — H). Os grupos apresentaram interacao para os valores de gasto
médio de energia (J) durante a atividade (Figura 71) (teste Kruskal-Wallis: 8,514;
p=0,0365). Os animais R3 gastaram menos energia que 0 grupo controle para se
locomover (C: 0,80 + 0,28; R3: 0,45 £ 0,24; p=0,022), ainda que diante de um

desempenho locomotor semelhante.

Figura 7. Andlise da atividade locomotora em campo aberto (P28). A composicao dos
grupos é de acordo com a intervencédo com riboflavina (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo
(salina, 0,9% NaCl, sem riboflavina); C (controle, n = 10); R1 (riboflavina, 1 mg/kg, n =
10); R2 (riboflavina, 10 mg/kg, n = 10); e R3 (riboflavina, 100 mg/kg, n = 10). Os dados
sdo apresentados como média e desvio padrdo da média e analisados por meio do
teste Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunnet. 2C vs R1, °C vs R2, °C vs
R3; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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7.6 FORCA MUSCULAR

A forca muscular de todos os animais do estudo foi avaliada no P28, através
de um sensor de forca de preensdo manual, chamado GripStrength System. Apds a
captacao de trés medidas de forca muscular absoluta (g), calculou-se a média de forca
geral e sua medida relativa ao peso corporal (g). Nao foram observadas diferencas
para forca muscular absoluta (C: 277,70 = 38,35; R1: 273,30 = 46,59; R2: 277,00 *
39,98; R3: 245,69 + 53,75; p>0,05) (Figura 8A) ou relativa (C: 4,13 £ 0,66, R1: 4,42 +
0,84, R2: 4,88 + 0,82; R3: 4,57 = 0,85; p>0,05) entre 0s grupos experimentais
avaliados (Figura 8B).

Figura 8. Andlise da forca muscular (g) pelo aparelho GripStrength System em P28
pbés-natal. A composicdo dos grupos é de acordo com a intervencdo neonatal (P1 ao
P21) com riboflavina (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (salina, 0,9% NaCl, sem
riboflavina): C (controle, n = 10); R1 (riboflavina, 1 mg/kg, n = 10); R2 (riboflavina, 10
mg/kg, n = 10); e R3 (riboflavina, 100 mg/kg, n = 10). Os dados sdo apresentados
como média e desvio padrdo da média e foram analisados através do teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunnet. 2C vs R1, °C vs R2,
°C vs R3.
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7.7 COORDENACAO MOTORA E EQUILIBRIO

Em P35, foram analisados a coordenagdo motora e equilibrio através do teste
de barras paralelas. Avaliou-se o tempo de movimentacéo (s) e o numero de erros de
passos por segundo em movimento (n/s). Os grupos diferiram na duracéo do teste (s)
(teste Kruskal-Wallis: 9,707; p=0,0212) (Figura 9A). Logo, em comparacédo ao grupo
controle, os animais R1 e R2 apresentaram um maior desempenho de atividade
segundo o tempo de caminhada (s) nas barras paralelas (C: 36,40 + 43,26; R1: 130,00
+ 99,38; R2: 111,70 £ 71,34; C vs R1: p=0,0191; C vs R2: p=0,0278). Os animais
tratados com a maior dose de riboflavina (grupo R3) também apresentaram maior

eficiéncia motora, devido ao menor nimero de erros de passos por segundo em
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movimento, quando comparados ao grupo controle (Figura 9B) (teste Kruskal-Wallis:
11,64; C: 11,50 + 12,86; R3: 7,50 + 4,19; p = 0,0022).

Figura 9. Analise da coordenacdo motora e equilibrio em barras paralelas (P35). A
composicdo dos grupos € de acordo com a intervengdo com riboflavina (1, 10 ou 100
mg/kg) ou veiculo (salina, 0,9% NaCl, sem riboflavina): C (controle, n = 10); R1
(riboflavina, 1 mg/kg, n = 10); R2 (riboflavina, 10 mg/kg, n = 10); e R3 (riboflavina, 100
mg/kg, n = 10). Os dados séo apresentados como média e desvio padrao da média e
foram analisados por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do
teste post hoc de Dunnet. 2C vs R1, °C vs R2, °C vs R3; *p<0.05; **p<0.01.
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7.8 PESO DOS ORGAOS
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Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em P36 e seus tecidos foram
coletados e pesados antes do armazenamento. Nao foram observadas diferencas
para o peso do cérebro (teste Kruskal-Wallis: 6,547; p=0,088), soleo (teste Kruskal-
Wallis: 1,305; p=0,728), EDL (teste Kruskal-Wallis: 4,064; p=0,254) e figado (teste
Kruskal-Wallis: 5,273; p=0,152).

C(n=6) R1(h=6) R2(n=6) R3(n=6)

Peso (9)

Cérebro 1,639 +1,639 +1,679 +1,527 +
0,175 0,117 0,094 0,071

Soéleo 0,036 +0,036 +0,037 +0,033 +
0,009 0,007 0,009 0,008

EDL 0,026 +0,036 +0,028 10,029 +
0,009 0,008 0,014 0,010

Figado 0,331 10,324 10,324 +0,445 +
0,011 0,008 0,092 0,096

Tabela 2. Peso do cérebro, musculos e figado em P36. Os grupos foram divididos de
acordo com a intervencdo com riboflavina ou veiculo: C (controle, n = 6); R1
(riboflavina 1 mg/kg, n = 6); R2 (riboflavina 10 mg/kg, n = 6), R3 (riboflavina 100 mg/kg,
n = 6). O peso (g) é apresentado como media e desvio padrdo. A comparacao

estatistica foi realizada por meio do teste Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunnet.

7.9 INDICE HEPATOSSOMATICO

O indice hepatossomatico foi calculado através da seguinte formula: PF/PC x
100, em P36. O peso corporal foi aferido minutos antes do sacrificio, enquanto o peso
do figado foi registrado durante a eutanasia e extracao de tecidos. O calculo sugere
parametros de reservas energéticas no tecido hepatico. Foram observadas diferencas
no indice hepatossomético dos animais avaliados (teste Kruskal-Wallis: 11,53;
p=0,0092). Os animais do grupo R3 apresentaram valores superiores de indice em
comparagao aos animais controle (C: 0,29 + 0,04; R3: 0,47 £ 0,07; C vs R3; p=0,0112).
Demais comparac¢des nao foram significativas (R1: 0,29 + 0,04; R2: 0,37 + 0,12). No

entanto, o peso do figado néo diferenciou entre os grupos, sugerindo que os achados
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referentes ao aumento do indice hepatossomético, relacionam-se a preservacéo da
composicdo hepatica, mesmo diante da reducdo no ganho de peso corporal, nos

animais que formavam o grupo R3 (tratados com 100 mg/kg) (Figura 10).

Figura 10. indice hepatossomatico (%) em P36. A composi¢&o dos grupos é de acordo
com a intervencao com riboflavina (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (salina, 0,9% NacCl,
sem riboflavina): C (controle, n = 6); R1 (riboflavina, 1 mg/kg, n = 6); R2 (riboflavina,
10 mg/kg, n = 6); e R3 (riboflavina, 100 mg/kg, n = 6). Os dados sé&o apresentados
como média e desvio padrdo da média e foram analisados por meio do teste Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste post hoc de Dunnet. 2C vs R1; PC vs R2; °C vs R3. *p<0,05.
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8 DISCUSSAO

Este estudo reune os resultados sobre os efeitos do tratamento neonatal com
diferentes doses de riboflavina sobre a ontogénese sensoério-motora, a maturacao
somatica, o crescimento murinométrico, a evolucao de peso corporal e os parametros
neuromotores em ratos. Nossos achados evidenciam que a intervencao com alta dose
de riboflavina (100 mg/kg) antecipa a ontogénese de reflexos e a maturagcdo somatica,
mas reduz o investimento energético para o crescimento fisico e ganho de peso
corporal. Além disso, a administracdo com alta dose riboflavina atenua os parametros
de gasto energético durante a marcha e a atividade locomotora, aprimora a
coordenacdo motora e o equilibrio, e aumenta o indice hepatossomatico, um
importante indicador de reservas de glicogénio no figado (Enes, 2008). A realizacdo
deste estudo fornece a publicacdo de duas revisdes sistematicas sobre a riboflavina
(Qualis A1 e A2), além da aprovacédo de um terceiro artigo, com os resultados originais
(Qualis B1).

Em ratos, a ontogénese de reflexos requer a maturacdo das regides centrais
(Khalki et al., 2012) e ocorre consoante a maturacdo somatica e ao desenvolvimento
rostral-caudal (Almli; Fisher, 1977). Os nossos resultados apoiam a ideia de que doses
elevadas de riboflavina no periodo neonatal estimulam a ontogénese sensoério-motora
e a maturacdo somatica em roedores. A intervencdo com 100 mg/kg de riboflavina
propiciou uma rapida maturacao do reflexo de averséo ao precipicio, uma resposta de
evitamento a situacbes perigosas, como cair, que estd relacionada ao
desenvolvimento das habilidades cognitivo-motoras ao longo da vida (Le Gall et al.,
2019). Uma maturacdo precoce também foi observada para o reflexo de colocagéo
pelas vibrissas; este é uma resposta cortical dependente da dopamina, cuja
ontogénese resulta em um movimento sensorio-motor de colocacdo dos membros
sobre o plano, mediante a estimulacéo tatil das vibrissas (L6pez-Ramos; Delgado-
Garcia, 2021).

Para além destes parametros, o reflexo de queda livre foi antecipado nos
animais tratados com a dose mais elevada de riboflavina (100 mg/kg). O reflexo de
gueda livre, também conhecido como reflexo de endireitamento do corpo no ar, € um

reflexo modulado pelo cerebelo, com participagdo dos nucleos vestibulares, e
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controlado pela formag&o reticular, tendo Banasik (2009) defendido que o
aparecimento precoce deste reflexo é um indicador da rapida diferenciacdo neuronal
no cortex cerebelar. Segundo os nossos resultados, este mecanismo pode ser
estimulado pela administracao de altas doses de riboflavina. A deficiéncia gestacional
de riboflavina e demais componentes do complexo B foi associada ao atraso do reflexo
de queda livre em ratos e apoptose cerebral (Blaise et al., 2007). Durante o periodo
neonatal, a caréncia de vitaminas B ocasiona alteracdes no proteoma cerebral e
produz a perda do reflexo de queda livre, o surgimento de convulsdes e alteracdes
cognitivas (Nunes et al., 2018).

A recuperacado de decubito, por sua vez, é um reflexo de origem espinhal, cuja
maturacao esta atribuida a diferenciagcdo dos motoneurénios (neurénios motores) na
regido medular (Donnelly et al., 2007). No nosso estudo, observou-se um
desenvolvimento rapido deste reflexo nos animais tratados com 100 mg/kg de
riboflavina, o que sugere que doses elevadas da vitamina B2 podem atuar na
diferenciacdo dos motoneurbnios. A perda progressiva dos motoneurbnios é
observada em criancas com deficiéncia no transportador de riboflavina (Niceforo et al.,
2021). Por outro lado, a suplementacdo com riboflavina atenua os danos nos
neurbnios motores (Niceforo et al.,, 2021). Os neurbnios motores podem ser
subdivididos em neurdnios braquiais, que sdo maiores em tamanho e densidade, e
em neurbnios lombares, que sdo caracterizados por potenciais de acao repetitivos e
intensos (Cheng et al., 1999). Na maturacéo do reflexo de recuperacao de decubito,
0S motoneurdnios braquiais sdo mais diferenciados do que 0s motoneurdnios
lombares (Almli; Fisher, 1977). De acordo com os nossos resultados, foi observado
um desenvolvimento rapido do reflexo de recuperacdo de decubito em animais
tratados com 100 mg/kg de riboflavina, propondo a hip6tese de que doses elevadas
da vitamina B2 atuam na diferenciagdo dos motoneurénios. Na doenca de Brown-
Vialetto, a suplementacdo com riboflavina permitiu a recuperacdo parcial dos

neurénios motores degenerados, presentes na medula espinhal (Rizzo et al., 2017).

A administracdo neonatal de 100 mg/kg de riboflavina também acelerou a
maturacdo do reflexo de geotaxia negativa, que Fox (1965) descreveu como uma
atividade motora precoce, unidirecional e orientada por estimulos, que move o corpo
contra a gravidade. Ele acompanha o engatinhar e sugere a maturacéo e mielinizacao

de regides cerebrais envolvidas no comportamento motor do adulto, incluindo o cortex



56

e cerebelo (Fox, 1965; Sharma et al., 2018). A semelhanca dos nossos resultados,
estudos pré-clinicos investigaram os efeitos precoces e tardios da caréncia ou
suplementacao de vitaminas B em fases criticas do desenvolvimento (Blaise et al.,
2007; 2009). Um desses estudos descreveu um rapido aparecimento do reflexo de
geotaxia negativa em animais alimentados com dietas ricas em riboflavina durante a
gestacao e a lactacao (Blaise et al., 2009). Por outro lado, a deficiéncia de vitaminas
do complexo B em roedores, incluindo folato, piridoxina e riboflavina, foi associada ao
atraso na ontogénese do reflexo de geotaxia negativa (Ferguson et al., 2005; Blaise
et al., 2007; Blaise et al., 2009; Pourié et al., 2015).

Em paralelo a ontogénese de reflexos, ocorre 0 aparecimento de marcos
somaticos, que juntos sugerem um desenvolvimento rostrocaudal em roedores
(Dobbing; Smart, 1974; Fox, 1965). Os nossos resultados indicam que doses elevadas
de riboflavina promovem a rapida abertura dos olhos, erup¢éo dos incisivos inferiores
e erupcdo dos incisivos superiores em roedores. Nao encontramos estudos
semelhantes ao nosso, que analisassem o0 desenvolvimento somatico apos a
administracdo de riboflavina. No entanto, dados ja publicados demonstram que
estimulos nutricionais podem ocasionar modificacdes metabdlicas nos individuos
(Farkas et al., 2023). Os organismos tendem a adaptar-se a alteragbes no balanco
energeético, priorizando o investimento de energia para o desenvolvimento do SNC
(Farkas et al.,, 2023). Em contrapartida, o gasto de energia direcionado para o
desenvolvimento dos segmentos corporais e ganho de peso corporal é reduzido
(Kuzawa et al., 2014). Nossos resultados apoiam estes constructos e demonstram que
a intervencdo com alta dose de riboflavina estimula a maturagdo sensorio-motora e
somatica (marcos de desenvolvimento do SNC em neonatos), mas reduz o

crescimento murinométrico e o ganho de peso corporal.

Smart e Dobbing (1971) sugeriram o estudo dos eixos antero-posterior e latero-
lateral do cranio, do eixo longitudinal e do comprimento da cauda como parametros
para analisar o crescimento em roedores. A literatura refere que a administracéo de
doses elevadas de riboflavina estimula o crescimento somatico em criancas com
deficiéncia mitocondrial (Bugiani et al., 2006). Além disso, a suplementacdo com
riboflavina no periodo neonatal pode preservar as extremidades corporais (membros)
e reduzir a mortalidade em roedores (Ogunleye; Odutuga, 1989). Criancas tratadas

com riboflavina apresentaram uma normalizacao do perimetro cefalico apds os danos
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de uma leséo cerebral provocada pela privacdo de oxigénio (Lavrick et al., 2016).
Todavia, nossos resultados demonstram que adaptacdes metabdlicas no inicio da vida
podem direcionar 0 gasto energético para o desenvolvimento cerebral, reduzindo o
investimento energético para o crescimento fisico e ganho de peso corporal em

neonatos (Silva-Aradjo et al., 2024b; dados em submissao).

O efeito da riboflavina no peso corporal ndo esta totalmente esclarecido na
literatura, mas 0s nossos resultados sugerem que 0s animais que receberam a dose
mais elevada de riboflavina (100 mg/kg) tiveram um menor ganho de peso corporal
com relagéo aos demais grupos. Na literatura, a energia investida no ganho de peso
corporal foi inversamente associada aquela direcionada ao desenvolvimento cerebral
(Kuzawa et al.,, 2014). Em outros estudos, a suplementacdo com riboflavina foi
associada a perda de peso (Debski et al., 2006; Lewicka et al., 2017), enquanto a sua
deficiéncia relacionou-se ao ganho excessivo (Paterson et al., 1990). Em um ensaio
clinico com recém-nascidos pré-termo, a riboflavina foi suplementada a 0,34 mg/kg
durante os primeiros 10 dias de vida, seguida de 0,53 mg/kg dos 11 aos 28 dias de
idade (Porcelli et al., 2000). A intervencdo normalizou o ganho de peso entre os 11 e
os 28 dias de idade, de acordo com 0 aumento da dose, mas registrou-se um ganho
de peso excessivo nas criangas que nao receberam a suplementacgao (Porcelli et al.,
2000). A atuacéo da riboflavina no balanco energético foi explorada em uma de nossas
revisdes sistematicas, onde demonstramos o seu envolvimento com as mais diversas
vias metabdlicas, incluindo cascatas proteicas, gliconeogénese e oxidacao de lipidios,

gue se associam a regulacéo do peso corporal (Silva-Aradjo et al., 2024a).

O presente estudo também avaliou parametros tardios relacionados ao
desenvolvimento sensorio-motor, dentre elas, parametros relacionados a locomocao.
A aprendizagem da locomocéao ocorre paralelamente e € influenciada pela maturacao
do sistema nervoso, que esta integrado de forma complexa com todo o sistema
musculoesquelético (Fragopoulou et al., 2019; Westerga; Gramsbergen, 1993). A
maneira na qual os animais se movimentam é o resultado de interagcdes complexas
entre elementos como nervos, musculos e tenddes (Westerga; Gramsbergen, 1993).
O tratamento com dose elevada de riboflavina otimizou os parametros de marcha,
incluindo a diminuicdo do nimero de passos e do indice de cadéncia (um parametro
equivalente ao numero de passos percorridos por segundo). A redugcdo desses

indicadores esta associada a reducdo do gasto energético durante a caminhada
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(Teixeira et al., 2008). O exercicio fisico, no geral, promove um estresse nas vias
metabolicas que dependem da riboflavina, tiamina e vitamina B6 (Manoré et al., 2000).
As alteracdes metabdlicas propiciadas pelo exercicio, dentre elas, o0 aumento de
enzimas mitocondriais e reparacdo de células e tecidos, podem modificar o gasto de
energia e desempenho durante a atividade fisica (Manoré et al., 2000). A restricao de
riboflavina, tiamina e vitamina b6 comprometeu o desempenho fisico em humanos,
mediante a reducao na poténcia aerobica e no consumo de oxigénio (Van Der Beek
et al., 1994). Por outro lado, a suplementagcdo com riboflavina associada a outros
componentes do complexo B aumentou o desempenho locomotor, mas sem dados
referentes ao gasto energético, em ratos submetidos a privacdo de oxigénio cerebral
(Blaise et al., 2009).

Em campo aberto, os ratos tratados com diferentes doses de riboflavina
apresentaram um desempenho locomotor semelhante ao do grupo de controle, exceto
no que se refere ao gasto energético médio (J), que foi reduzido/otimizado pela dose
de 100 mg/kg de riboflavina. Logo, os animais tratados com a maior dose gastaram
menos energia que os demais grupos para desempenhar uma atividade locomotora
semelhante. Junto aos resultados de marcha locomotora, estes dados sugerem que a
suplementacdo com doses elevadas de riboflavina durante o periodo neonatal

melhora a eficiéncia metabdlica durante a atividade fisica.

Uma de nossas explicacdes para os resultados discutidos acima baseia-se nas
alteracdes metabdlicas propiciadas pelo estimulo nutricional (tratamento com alta
dose de riboflavina) durante o periodo neonatal. Em nosso artigo original, atualmente
aceito para publicacdo, postulamos que a priorizacdo do investimento energético para
o desenvolvimento do SNC permanece apos o tratamento com a vitamina B2 (Silva-
Araujo et al., 2024b; dados aceitos para publicacdo). Com isso, 0s animais tratados
com riboflavina apresentavam parametros dindmicos e estaticos da locomocéao
padronizados, melhor coordenacdo motora e equilibrio, mas um gasto energético
reduzido para a realizagdo desses movimentos. Em contrapartida, quando a
administracéo de riboflavina foi realizada em baixa concentragcéo e associada a outros
metabdlitos e vitaminas, Vargiu et al. (2002) relataram resultados diferentes dos
nossos, incluindo um aumento da velocidade méxima, do trabalho e da poténcia

(parametros relacionados ao maior gasto energético durante o exercicio).
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Para além dos parametros acima descritos, um desempenho locomotor
satisfatério requer fatores periféricos, como a estrutura anatdmica e morfolégica do
sistema musculoesquelético (Miles; Sillar, 2011). A locomocao realizada pelos animais
€ organizada e resulta das conexdes entre 0 sistema nervoso, o ambiente e o sistema
musculoesquelético (Aoi; Funato, 2016). Os animais tratados com a dose mais
elevada de riboflavina apresentaram um padrdo de forca muscular geral e relativa
semelhante ao dos animais controle, embora o ganho de peso corporal tenha sido
menor. Os resultados de for¢ca muscular juntamente a inalteracdo na ontogénese da
preensao palmar confirmam a preservacgao da via cortico-espinal, ndo estimulada pelo
tratamento. Além disso, foram observados pesos normalizados dos musculos séleo e
EDL entre os grupos experimentais. Estes resultados postulam que os efeitos da
riboflavina no balanco energético ndo afetam a composicdo do tecido
musculoesquelético, da forca muscular e da via cortico-espinal. Por outro lado, um
recente estudo referiu a perda de for¢ca muscular, associada a fadiga, em criancas
com deficiéncia de riboflavina (Cornett et al., 2018). A literatura explica que idosos que
apresentam uma ingestao satisfatoria de riboflavina possuem maior volume e forca

muscular (Borda et al., 2024).

Nas barras paralelas, os parametros de coordenacdo motora e de equilibrio
foram melhorados em todos os animais tratados com riboflavina. Os animais tratados
com 1 mg/kg e 10 mg/kg (R1 e R2) tiveram um tempo de movimento mais longo
(segundos) e os animais tratados com 100 mg/kg tiveram menos erros de passo por
segundo. Até o0 momento, ndo existem estudos que explorassem a relacdo entre a
suplementacao isolada de riboflavina e a coordenagéo motora. Em roedores, Sokolova
et al. (2020) relataram efeitos positivos de tratamentos contendo 5 mg/kg de riboflavina
associada a outros metabdlitos (medicamento Citoflavina) na recuperacdo da
coordenacdo motora e equilibrio. Estudos em seres humanos que utilizaram este
mesmo composto sugeriram uma rapida recuperacao das fungdes sensorio-motoras,
incluindo visdo, marcha e a coordenacdo, em individuos acometidos por lesdes
hipoxicas, dentre elas, o acidente vascular cerebral e a paralisia cerebral (Karakulova
et al., 2016; Odinak et al., 2010; Rumiantseva et al., 2010; Silva-Araujo et al., 2023).
A literatura também evidencia que a alta concentracdo de folato, uma outra vitamina
gue compde o complexo B, pode auxiliar no desenvolvimento da coordenagao motora

fina em idosos (Chang et al., 2009).
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No nosso estudo, foram também medidos o peso dos tecidos recolhidos
durante a eutanasia, mas ndo foram encontradas diferencas nos pesos dos 6rgaos
entre 0s grupos experimentais. Contrariamente aos nossos resultados, a literatura
refere que a suplementag&o com riboflavina em combinacdo com vitamina B6 e acido
folico estimula a perda de peso nos pulmdes, figado e coracdo de roedores (Apryatin
et al., 2018), mas os efeitos da riboflavina isolada na densidade dos 6rgéos ndo séo

totalmente conhecidos.

A medicdo do peso dos tecidos permitiu igualmente calcular o indice
hepatossomatico, um indicador utilizado para avaliar o armazenamento de glicogénio
no figado (Enes et al., 2008). Apesar do aumento observado, que pode sugerir atuacéo
da riboflavina na composicdo hepatica, o0 nosso estudo ndo realizou analises
histolégicas que confirmassem esta relagdo. No entanto, observamos que, apesar de
reduzir o ganho de peso ponderal do corpo, o tratamento com alta dose de riboflavina
preservou a densidade hepatica e, por isso, ao relacionar o peso do figado com o peso
corporal, notou-se um aumento do indice hepatossomatico. Por metabolizar lipidios, o
figado exerce funcbes importantes para a maturacdo do SNC, incluindo o
fornecimento de altas quantidades de &cido araquiddnico e acido docosahexaendico
no inicio da vida, ambos necessarios para 0s intensos processos de mielinizacao
(Innis, 1994).
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9 CONCLUSOES

A andlise dos resultados apresentados acima permite as seguintes conclusoes:

O tratamento cronico com 100 mg/kg de riboflavina antecipa marcos de
desenvolvimento sensorio-motor e somético em ratos neonatos;

A intervencdo neonatal com 10 e 100 mg/kg de riboflavina promove um
menor ganho de peso corporal em comparacdo aos animais controle;

A maior dose de riboflavina (100 mg/kg) diminui parametros de gasto
energético (cadéncia e steps) durante a marcha em CatWalk, e o gasto
calorico (J) na atividade locomotora em campo aberto;

Apesar de modificar o ganho de peso corporal, o tratamento neonatal com
100 mg/kg de riboflavina ndo modifica a forca muscular, nem o peso do
figado ou dos musculos soleo e EDL;

Diferentes doses de riboflavina (1, 10 e 100 mg/kg) administradas durante
periodo neonatal aumentam a coordenacdo motora e equilibrio em fase

jovem.
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