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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um transtorno do neurodesenvolvimento com alta
prevaléncia mundial, manifestado por meio de caracteristicas comportamentais, bem como
padrdes restritos e repetitivos de comportamento e respostas sensoriais atipicas. O honokiol,
uma substancia bioativa polifenélica considerada um dos principais componentes extraido da
planta, Magnolia officinalis, possui varias caracteristicas terapéuticas envolvendo acdes
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, anticancerigena, antitrombotica, antidepressiva
e neuroprotetora. Este estudo investiga seus efeitos no comportamento, estresse oxidativo,
proteinas, AChE, monoaminas e dissacaridases intestinais em modelo animal de TEA.
Inicialmente foram realizadas analises in silico para predi¢cdes de farmacocinética, toxicidade,
identificacdo de alvos farmacolégicos, e forca de interacdo e conservacao de estrutura proteicas
entre o rato e o ser humano. No estudo in vivo, foram utilizados ratos wistar machos e fémeas
nuliparas, com oito semanas de idade como matrizes (CEUA/UFC: 89011223-0). As matrizes
fémeas foram divididas randomicamente de acordo com o tratamento que receberam em quatro
grupos: controle, VPA (&cido valproico 600 mg/dose unica), honokiol (honokiol 10 mg/kg/dia),
VPA+honokiol, nas mesmas doses anteriores). Os filhotes (fémeas e machos) foram utilizados
para avaliagdo comportamental, neuroquimica e digestiva. A atividade comportamental foi
avaliada por meio dos testes de campo aberto, interacdo social, labirinto em cruz elevado e Y-
maze. Na avaliacdo locomotora, considerando os parametros de movimentagdo espontanea, as
fémeas do grupo VPA+HK apresentaram uma reducdo de aproximadamente 45,4% no ndmero
de cruzamentos em relacdo ao grupo VPA. Quanto ao comportamento ansioso, observou-se que
as fémeas do grupo VPA apresentaram menor ansiedade e maior impulsividade; entretanto, o
tratamento com honokiol reduziu essa impulsividade em 57,6% no grupo VPA+HK quando
comparado ao VPA. No perfil oxidativo, o honokiol promoveu efeitos antioxidantes
expressivos: reduziu os teores de MDA no cértex pré-frontal em 40,7% e no hipocampo em
42% em comparacgdo ao grupo VPA. Além disso, aumentou os niveis de GSH no hipocampo
em 94%, embora tenha reduzido essa concentracdo no cértex pré-frontal em 80% em relacdo
ao controle. Também foi observada diminuicdo das proteinas totais no cortex pré-frontal dos
machos em 20,5%, e nas fémeas houve redugdo de 16,4% no hipocampo no grupo VPA+HK
comparado ao VPA. No sistema monoaminérgico, o honokiol reduziu os niveis de serotonina
em 58% nos machos e 44,6% nas fémeas (VPA versus VPA+HK). No sistema colinérgico,
observou-se uma reducao de 38% nos niveis de acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo das

fémeas tratadas com honokiol. Por fim, no intestino, o honokiol aumentou a atividade



enzimatica da sacarase em 1,68 X nos machos, quando comparado ao grupo VPA. Em conjunto,
os resultados demonstram que o honokiol efeito neuroprotetor no modelo de TEA induzido por
VPA, ao aumentar os niveis de glutationa, reduzir MDA e proteinas totais, melhorando a
percepcdo de risco e modulagdo das vias serotoninérgicas e colinérgicas, favorecendo maior

disponibilidade de serotonina e menor atividade da AChE.

Palavras-chave: Magnolia; Transtorno do Espectro Autista; Simulacdo de Acoplamento

Molecular.



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder with a high global
prevalence, manifested through behavioral characteristics, as well as restricted and repetitive
patterns of behavior and atypical sensory responses. Honokiol, a polyphenolic bioactive
substance considered one of the main components extracted from the plant Magnolia officinalis,
possesses several therapeutic properties involving antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial, anticancer, antithrombotic, antidepressant, and neuroprotective actions. This
study investigates its effects on behavior, oxidative stress, proteins, AChE, monoamines, and
intestinal disaccharidases in an animal model of ASD. Initially, in silico analyses were
performed to predict pharmacokinetics, toxicity, identification of pharmacological targets, and
the strength of interaction and conservation of protein structure between rats and humans. In
the in vivo study, eight-week-old nulliparous male and female Wistar rats were used as breeding
stock (CEUA/UFC: 89011223-0). The female breeding stock were randomly divided into four
groups according to the treatment they received: control, VPA (valproic acid 600 mg/single
dose), honokiol (honokiol 10 mg/kg/day), VPA+honokiol (valproic acid + honokiol, at the same
doses as above). The pups (females and males) were used for behavioral, neurochemical, and
digestive evaluation. Behavioral activity was assessed using open field tests, social interaction
tests, elevated plus maze, and Y-maze tests. In the locomotor evaluation, considering
spontaneous movement parameters, females in the VPA+HK group showed an approximately
45.4% reduction in the number of matings compared to the VPA group. Regarding anxious
behavior, it was observed that females in the VPA group presented less anxiety and greater
impulsivity; however, treatment with honokiol reduced this impulsivity by 57.6% in the
VPA+HK group when compared to the VPA group. In the oxidative profile, honokiol promoted
significant antioxidant effects: it reduced MDA levels in the prefrontal cortex by 40.7% and in
the hippocampus by 42% compared to the VPA group. Furthermore, it increased GSH levels in
the hippocampus by 94%, although it reduced this concentration in the prefrontal cortex by 80%
compared to the control group. A decrease in total proteins was also observed in the prefrontal
cortex of males by 20.5%, and in females there was a 16.4% reduction in the hippocampus in
the VPA+HK group compared to the VPA group. In the monoaminergic system, honokiol
reduced serotonin levels by 58% in males and 44.6% in females (VPA versus VPA+HK). In
the cholinergic system, a 38% reduction in acetylcholinesterase (AChE) levels was observed in
the hippocampus of females treated with honokiol. Finally, in the intestine, honokiol increased

sucrase enzyme activity by 1.68 times in males compared to the VPA group. Taken together,



these results demonstrate that honokiol exerted a significant neuroprotective action in the VPA-
induced ASD model, by increasing glutathione levels, reducing MDA and total proteins,

improving risk perception, and modulating serotonergic and cholinergic pathways, favoring
greater serotonin availability and lower AChE activity.

Keywords: Magnolia; Autism Spectrum Disorder; Molecular Docking Simulation.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma desordem do
neurodesenvolvimento caracterizado por comportamentos com padrdes restritos, repetitivos e
respostas sensoriais atipicas (American Psychiatric Association, 2023; Ostrowski et al., 2024;
Silva Junior et al., 2021), afetando 1 em cada 31 criancas nos Estados Unidos (Centers for
Disease Control and Prevention, 2025), e 2,4 milhGes de pessoas no Brasil (Brasil, 2022). Esses
comportamentos estdo associados a disfuncdo do cértex pré-frontal (CPF) que é responsavel
pelas funcdes cognitivas e emocionais, coordena o planejamento e as atividades executivas de
outras areas cerebrais gerando resultados comportamentais (Varghese et al., 2017; Qin et al.,
2021).

A disfuncdo do CPF esta relacionada algumas das principais manifestacdes do
TEA, como o desequilibrio entre excitacdo e inibi¢do, causando reducdo do &cido gama-
aminobutirico (GABA), prejudicando a comunicagdo entre neurdnios e levando a alteracdes
sociais, como observado em modelos animais induzidos ao TEA por acido valproéico (Han et
al., 2022).

Embora os mecanismos etiolégicos do TEA ainda ndo sejam completamente
elucidados, estudos relatam que a neuroinflamacdo do cerebro pode estar ligada & sua
patogénese (Theoharides et al., 2016). Visto que, em criangas associadas aos sintomas de TEA
grave, foi encontrando a presenca de indmeras moléculas inflamatorias no sangue como
interleucinas 1P, 4, 6, 8, Fator de Necrose Tumoral Alfa e Proteina Quimiotatica de Mondcitos
1 (Masi et al., 2014; Krakowiak et al., 2017)

No gue tange a abordagens terapéuticas do TEA, as intervengdes farmacologicas
sdo usadas, a fim de tratar os sintomas associados ao transtorno incluindo ansiedade, depresséo,
alteracGes gastrointestinais e disfun¢des imunoldgicas (Maniram et al., 2022). Embora estes
medicamentos possam apresentar diversos efeitos colaterais, incluindo ganho de peso, sedacao,
e disfuncbes metabodlicas (Iffland et al., 2023). Diante desse cenario, cresce a importancia de
alternativas terapéuticas com menos efeitos adversos e acdo direcionada a mecanismos
bioldgicos especificos a fim de evitar os efeitos deletérios.

Diante desse cenario, o honokiol surge como novas alternativas terapéuticas. Ele é
uma substancia bioativa polifendlica considerado um dos principais componentes extraido da
planta, Magnolia officinalis (Zhang et al., 2019; Zhou et al., 2023a). O honokiol apresenta
diversas caracteristicas terapéuticas, dentre elas acdes antioxidante, anti-inflamatoria,

antimicrobiana, anticancerigena, antitrombotica, anti depressiva e neuroprotetora (Talarek et
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al., 2017).

O honokiol, tem demonstrado propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
neuroprotetoras em diferentes modelos experimentais de doencas neuroldgicas, como
alzheimer, parkinson e epilepsia (Hou et al., 2022; Fagen et al., 2023; Park et al., 2024). Apesar
do seu potencial terapéutico, ainda ndo ha estudos que explorem os efeitos do honokiol em
modelos pré-clinicos de TEA.

Dessa forma, este estudo se justifica diante das limitacdes das terapias atualmente
disponiveis para o TEA, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas capazes de preencher lacunas importantes no tratamento dos sintomas centrais e
das comorbidades associadas ao transtorno. Nesse contexto, o honokiol destaca-se como um
composto promissor, em virtude de suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
neuroprotetoras, apresentando potencial terapéutico relevante para a modulacdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no TEA.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transtorno do Espectro Autista (TEA)

O TEA é um transtorno do neurodesenvolvimento que apresenta dificuldades
persistentes de comunicacdo e interacdo social, aléem de comportamentos sensério-motores
restritivos, repetitivos ou estereotipados (American Psychiatric Association, 2013). O TEA esta
associado a altos niveis de ansiedade, estresse e isolamento nas familias dos pacientes (Bozkut;
Uysal; Dilizkaya, 2019). Sua etiologia esta relacionada a fatores genéticos, ambientais,
imunoldgicos, perinatais, neuroanatdmicos e bioquimicos (Salari et al., 2022).

A fisiopatologia do Transtorno do Espectro Autista envolve processos de
neuroinflamacao persistente em diferentes regides cerebrais, manifestados principalmente pelo
aumento de citocinas pré-inflamatdrias no cérebro e por alteragdes na fungdo das células do
sistema imune (Lee; Azmitia; Whitaker-Azmitia, 2017).

Atualmente, descreve-se que a neuroinflamacdo ¢ modulada principalmente por
dois mecanismos: a interacdo entre mastocitos, células gliais e neurénios, que leva a liberacao
de mediadores inflamatorios, como citocinas, hidrolases proteicas e espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Shen et al., 2023); e o aumento dos niveis periféricos de citocinas e
interleucinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-6, TNF-a ¢ IL-17, associado a reducdo de
citocinas e interleucinas anti-inflamatdrias, como 1L-10 e IL-4 (Nour-Eldine et al., 2022;
Saghazadeh et al., 2019; Krakowiak et al., 2017). Essa desregulacdo imunoldgica indica um
desequilibrio sistémico que contribui para a manutengdo de processos inflamatérios no
organismo (Rajabi; Noori; Sargolzaei, 2024).

O estresse oxidativo presente no TEA corresponde a um desequilibrio entre a
producdo de agentes pré-oxidantes e a capacidade antioxidante das células, levando ao dano
celular causado pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Bjerklund et al., 2020).
Devido a falta de capacidade de producéo de glutationa dos neurénios, o sistema nervoso central
(SNC) tem uma capacidade limitada de desintoxicar ROS. Portanto, 0os neurdnios sdo as
primeiras células a serem afetadas pelo aumento de ROS e pela escassez de antioxidantes
(Wang; Michaelis, 2010).

A remocgdo do excesso de metabdlitos reativos de oxigénio é garantida pelas
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa
peroxidase. Quando esses mecanismos falham em combater eficazmente a ROS, resulta em

danos celulares (Yenkoyan et al., 2018).
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De acordo com dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2025),
cerca de 1 em cada 31 (3,2%) criancas de 8 anos foi diagnosticada com TEA nos Estados
Unidos. Essa taxa representa um aumento significativo em relacdo aos dados anteriores, que
eram de 1 em 44 (com dados de 2018) e 1 em 59 (com dados de 2016) (Shaw et al., 2021). No
Brasil, o dado mais recente disponivel sobre o TEA foi divulgado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) com base no censo demogréafico de 2022. Foram identificadas
cerca de 2,4 milhdes de pessoas com diagnostico de TEA no territoério nacional, o que
corresponde a aproximadamente 1,2% da popula¢do com 2 anos ou mais de idade.

A prevaléncia mundial do TEA ¢ estimada entre 0,02% e 3,66% da populacéo.
Estudos indicam taxas variaveis de prevaléncia, com o TEA afetando aproximadamente 0,38%
a 3,13% da populacao europeia. No Oriente Médio estes nimeros variam de 0,11% a 1,53%.
Na Asia a prevaléncia é de 0,08% a 9,3%, enquanto na América do Norte é de 0,87% a 2,21%
e cerca de 1% na Africa e 1,7% na Austréalia (Alrehaili et al., 2023; Ostrowski et al., 2024).
Compreendido a sua prevaléncia é necessario entender que este transtorno é amplo e
heterogéneo, com inicio variavel e frequentemente compreendida como um processo
dimensional (Ozonoff et al., 2008).

Os primeiros sinais costumam tornar-se perceptiveis entre 18 e 24 meses, sobretudo
nas esferas da comunicacdo social e do comportamento. Embora algumas manifestagoes
possam surgir ainda mais cedo, o diagndstico tende a ser estabelecido com maior precisdo entre
0 3°e 4° ano de vida da crianga (APA, 2013).

Entre esses sinais iniciais, destacam-se as dificuldades na comunicacdo social,
consideradas um dos principais marcadores do TEA. Mesmo quando a fala esta presente,
limitagcbes comunicativas permanecem comuns, uma vez que a linguagem verbal ndo supre
todas as demandas de interacdo. Como consequéncia, podem ocorrer isolamento social e
prejuizos na construcdo e manutencdo de vinculos interpessoais (Martinez-Gonzalez; Cervin;
Piqueras, 2021).

Além das dificuldades comunicativas, 0s comportamentos repetitivos rigidos
representam outro nucleo central da sintomatologia. Esses comportamentos sdo altamente
prevalentes e geralmente refletem um forte desejo de manter o padrdo de comportamento
(Zhang et al., 2022). Apesar de sua ampla variabilidade, tendem a ser agrupados em categorias
gerais, o que pode limitar a compreensdo de sua diversidade. Eles incluem a¢6es ndo mediadas
cognitivamente e sem finalidade aparente, como bater as mdos ou manipular objetos de maneira
repetitiva (Jasim; Perry, 2023).

Associadas a esses comportamentos, as diferencas no processamento sensorial
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também exercem papel relevante na apresentacdo clinica do TEA. Criangas podem mostrar
intolerancia a estimulos como toque, luz intensa, ruidos, texturas de alimentos, roupas ou até
cores especificas, 0 que compromete atividades cotidianas e rotinas de autocuidado. Em
contrapartida, algumas buscam estimulos sensoriais de forma intensa, em comportamentos
conhecidos como “busca sensorial” (Patil; Kaple, 2023; Thye et al., 2018).

Individuos com TEA frequentemente apresentam sintomas de ansiedade e
depressao, irritabilidade, humor deprimido, inseguranca e sentimentos de tristeza (Tafolla;
Lord, 2024). Esses sintomas podem impactar a socializacdo, o bem-estar emocional e a
participagdo em atividades diérias, influenciando a qualidade de vida ao longo do
desenvolvimento. O TEA afeta criancas e familias no decorrer da vida e em varios aspectos
emocionais, sociais, seus principais sintomas sdo geralmente observados pelos pais durante a
primeira infancia (Bone; Leppert, 2024).

O TEA vem apresentando crescimento significativo, associado a ampliagdo da
definicdo do transtorno, as modifica¢Ges nos critérios diagnosticos, aos avangos nas ferramentas
de triagem, as mudancgas nos métodos de pesquisa e ao aumento da conscientizacdo sobre o
TEA (Salari et al., 2022). O diagnostico é realizado por meio de uma avaliagédo abrangente
conduzida por equipe multidisciplinar, sendo fundamentado no histérico detalhado do
desenvolvimento da crianga, no julgamento clinico e na aplicacao de instrumentos diagnosticos
padronizados (Charman; Baird, 2002; Malhi; Singhi, 2011; Singhi; Malhi, 2022). Apesar dos
avancos na deteccao de sinais precoces, o processo diagndstico permanece desafiador devido
as semelhancas clinicas entre 0 TEA e outros transtornos do desenvolvimento, o que pode
retardar o diagnostico precoce e, consequentemente, postergar intervencgdes oportunas (Lima et
al., 2022).

Atualmente ndo existe um medicamento capaz de tratar os sintomas centrais do
TEA. As diretrizes recomendam que, diante de comportamentos estereotipados ou agressivos,
sejam utilizados antipsicéticos, como risperidona ou aripiprazol (Roy; Strate, 2023). Esses
farmacos atuam diretamente sobre o sistema dopaminérgico, exercendo efeitos por meio do
bloqueio parcial ou total dos receptores D2. Dessa forma, o0 uso clinico desses farmacos reforca
a hipdtese de que desequilibrios na sinalizacdo da dopamina especialmente no estriado e no
nacleo accumbens podem contribuir para as manifestacdes comportamentais do TEA, como
atividade locomotora, comportamento motivado e o0 processamento de recompensa
(Maisterrena et al., 2022). sustentando a relevancia do sistema dopaminérgico como alvo
terapéutico no manejo desses sintomas (Blum et al., 2024; Posey et al., 2008).

Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, como fluoxetina, sertralina e
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citalopram, tém sido utilizados para reduzir sintomas de ansiedade, depressdo e
comportamentos repetitivos em individuos com TEA (Hollander et al., 2004; King et al., 2009).
A serotonina tem ganhado destaque nas pesquisas sobre o TEA porque, ao bloquear o
transportador de serotonina, pode melhorar seu quadro clinico, refor¢cando a sua importancia da
modulacdo serotoninérgica (Makkonen et al., 2008).

Além dos farmacos moduladores da via de serotonina e dopamina, a via da
acetilcolinesterase quando esta em desequilibrio pode contribuir para déficits sociais,
cognitivos e sensoriais observados no TEA. Nesse contexto, inibidores da acetilcolinesterase,
como donepezila, rivastigmina e galantamina, tém sido investigados como potenciais
moduladores desses circuitos (Ure et al., 2023).

Estes medicamentos visam principalmente atenuar sintomas associados,
comorbidades psiquiatricas e cognitivas que estdo comumente associadas com TEA, entre elas
estdo o transtorno de ansiedade social, transtorno desafiador de oposicéo, transtorno de déficit
de atencdo/hiperatividade e deficiéncia intelectual (Masi et al., 2017). Assim, destaca-se a
complexidade do transtorno e a dificuldade em realizar um tratamento em que possa abranger

de forma ampla todas as comorbidades do TEA.

2.2 Neuroanatomia do TEA e suas alteracoes

2.2.1 Cortex pré-frontal

O cortex pré-frontal (CPF) desempenha um papel essencial em diversos aspectos
do comportamento social dos mamiferos, como motivacdo social, reconhecimento e processo
de tomada de decisdo, controle emocional e fungdo executiva, que frequentemente sdo
prejudicadas em individuos com TEA (Mohapatra; Wagner 2023; Misra, 2014; Mediane et al.,
2024). A subdivisdo dorsolateral esta envolvida no controle executivo geral, enquanto o CPF
ventromedial é responsavel pelas fungdes cognitivas e afetivas, e a subdivisdo orbitofrontal esta

relacionada as funcdes sociais (Figura 1) (Liss et al., 2025).
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Figura 1 - Divisdo Cortex Pré-frontal.
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Fonte: Adaptado de Liss et al. (2025).

Estudos indicam que no TEA h& um desequilibrio excitatério/inibitério (E/I) no
cortex pré-frontal, com reducdo dos niveis de GABA e aumento da excitabilidade neuronal.
Modelos animais com duplicacdo do gene 15g11-13 mostram esse mesmo padrdo, sugerindo
que a hiperexcitacdo glutamatérgica ou a deficiéncia GABAérgica contribuem para a
fisiopatologia do TEA. Assim, restaurar esse equilibrio pode ser um alvo promissor para novas
terapias (Harada et al., 2010; Kurahashi et al., 2024; Sacai et al., 2020). Além de disso, 0 estudo
de Cao et al. (2024) mostra que acontece um aumento na expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e interleucina-1p (IL-1p), no cortex pré-frontal de tecidos cerebrais

pos-morte de individuos com TEA.

2.2.2 Hipocampo

O hipocampo, assim como o cortex pre-frontal, é uma das &reas cerebrais
comumente afetadas pelo TEA (Figura 2). A sua estrutura cerebral é bilateral e exerce um papel
crucial na memoria episddica, raciocinio espacial e interacdo social (Liu et al., 2023a;
Arutiunian et al., 2023). Modelos pré-clinicos comprovaram um papel importante do
hipocampo na disfuncdo da memoria social associada ao TEA, junto a diminuicdo da
plasticidade sinaptica (Rexrode et al., 2024). Quando diminui a integridade da conectividade
do hipocampo, a taxa de atrofia se estende e a fun¢do neuronal é prejudicada, resultando em

defict de memoria, ocasionando as manifestacdes do TEA (Chen et al., 2024).
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Figura 2 — llustracdo do Hipocampo.

HIPOCAMPO
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Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com o estudo de Bonetti et al. (2024), camundongos com caracteristicas
comportamentais semelhantes ao TEA apresentam inflamagdo no hipocampo, reducdo da
plasticidade sinaptica e alteracbes no circuito trissinaptico, o que pode estar relacionado aos
déficits cognitivos e comportamentais do transtorno. Em modelo de indugéo por &cido valproéico
(VPA), de acordo com o estudo de Long et al. (2024), ocorre 0 aumento dos niveis dos
marcadores pro-inflamatérios (IL-1p3, TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-17, TGF-B) e reducdo 0s niveis
do marcador anti-inflamatério (IL-10) na regido do hipocampo.

Além dos niveis de marcadores inflamatdrios observa-se também anormalidades no
volume do hipocampo em individuos com TEA quando comparados a pessoas com
desenvolvimento tipico. O volume do hipocampo pode diminuir de forma adaptativa devido
suas funcdes estarem sendo menos demandadas no contexto do TEA (Sussman et al., 2015).
Isso pode estar relacionado a reducdo na necessidade de processamento de informacGes
espaciais, emocionais e sociais, levando a mudancas estruturais ao longo do tempo (Nees et al.,
2022).

2.2.3 Corpo estriado

O corpo estriado € a principal via de entrada dos ganglios da base e regula funcdes
motoras e cognitivas (Figura 3). Ele € composto por neurdnios de projecdo GABAErgicos, que
transmitem sinais para outras regides cerebrais e interneuronios locais, modulando essa
atividade. Sua funcdo é essencial para o controle dos movimentos e processos como
aprendizado e comportamento, estando envolvido em condi¢des neuroldgicas como o TEA
(Cording; Bateup, 2023; Evans et al., 2024; Tai et al., 2012).
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Figura 3 — llustracdo do Corpo Estriado.

CORPO ESTRIADO

Fonte: Elaborado pela autora.

O TEA esta associado a um desequilibrio entre os sinais excitatorios e inibitorios
(E/l) no cérebro, o que pode contribuir para sua fisiopatologia e comorbidades. Esse
desequilibrio ja foi amplamente estudado em redes corticais, mas também pode afetar o corpoo
estriado, uma regido cerebral que recebe estimulos excitatérios do cértex e estimulos inibitérios
dos interneuroénios locais (Thabault et al., 2022; Lauber; Filice; Schwaller, 2016).

Além disso, a modulacdo por neurotransmissores como dopamina e serotonina é
fundamental para manter o equilibrio funcional no estriado (Maisterrena et al., 2022). Esse
desequilibrio E/I no estriado pode estar relacionado a diversas alteragdes genéticas envolvidas
no TEA, sugerindo um papel crucial dessa regido na manifestacdo do transtorno (Nardi et al.,
2023). Isso sugere que o estriado pode atuar como um ponto de convergéncia para os dois

principais dominios sintomaticos do transtorno.
2.3 Eixo intestino-cérebro

O eixo intestino-cérebro consiste em um sistema de comunicacao bidirecional que
integra o trato gastrointestinal, o sistema nervoso central e a microbiota intestinal, envolvendo
vias neurais, imunoldgicas, enddcrinas e metabdlicas (Figura 4). Evidéncias indicam que
alteracdes na microbiota intestinal podem modular a permeabilidade intestinal, a liberacdo de
metabdlitos microbianos, a ativacdo do sistema imune e a producdo de citocinas inflamatérias,
impactando diretamente o0 neurodesenvolvimento e o comportamento (Cryan et al., 2019;
Sharon et al., 2016). No contexto do TEA, disfungdes no eixo microbiota—intestino—cérebro
tem sido associadas tanto a sintomas gastrointestinais quanto a alteragdes comportamentais e
cognitivas, sugerindo que a disbiose intestinal pode contribuir para a neuroinflamacéo e a

desregulacdo neuroquimica observadas nesses individuos (Kang et al., 2017; Park; Gao, 2024;
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Zarimeidani et al., 2024).

Figura 4 — llustracdo do

eixo intestino-cérebro.

EIXO
INTESTINO-CEREBRO

Fonte: Elaborado pela autora.

A disbiose intestinal se refere a um desequilibrio na composi¢do da microbiota
intestinal, caracterizado pela redugdo de microrganismos benéficos e pela proliferagdo de
espécies potencialmente patogénicas associadas ao TEA (Srikantha; Mohajeri, 2019). A
interacdo bidirecional entre a microbiota intestinal e a funcdo cerebral, indica que a disbiose
pode exercer um papel relevante no desenvolvimento e na modula¢do do SNC, bem como na
patogénese de disturbios do neurodesenvolvimento (Guevara-Ramirez et al., 2025; Petropoulos
et al., 2025).

No contexto do TEA, esse eixo tem ganhado destaque devido ao crescente nimero
de evidéncias que mostram que alteragcbes da microbiota intestinal, da permeabilidade da
barreira intestinal e da resposta imune podem influenciar diretamente o neurodesenvolvimento
e 0s comportamentos associados ao TEA (Sales-Millan et al., 2023). No contexto do TEA, tem
sido amplamente descrita a presenca de inflamacdo intestinal generalizada, frequentemente
acompanhada por aumento da permeabilidade da barreira mucosa, condi¢do conhecida como
“intestino permeavel”. Esse estado inflamatdrio é caracterizado pela ativacédo de células imunes
intestinais e pela alteracéo na expressédo de genes envolvidos em vias pro-inflamatérias (Cuomo
et al., 2023)

Entre os metabolitos produzidos pela microbiota, o butirato um acido graxo de
cadeia curta (AGCC) com importante a¢do anti-inflamatéria e reguladora da atividade neuronal,

costuma estar reduzido no TEA, o que pode prejudicar a comunicagdo entre o intestino e o
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sistema imune e favorecer alteragdes de motilidade intestinal (Sales-Millan et al., 2023). Além
disso, essa dishiose esta associada a sintomas gastrointestinais frequentes no TEA, que podem
influenciar comportamento, humor e cognicdo (Mulle; Sharp; Cubells, 2013).

Muitas criangas com TEA apresentam atividade reduzida de pelo menos uma
dissacaridase, como lactase, sacarase, maltase, palatinase ou glucoamilase (Horvath et al.,
1999). Além disso, criancas com TEA apresentam distdrbios gastrointestinais ha niveis baixos
de transcritos que codificam dissacaridases e transportadores de hexose em bidpsias intestinais,
quando comparadas a criangas com queixas gastrointestinais (Robas et al., 2025).

A reducdo dessas atividades compromete a digestéo final dos carboidratos, levando
ao acumulo de dissacarideos no lumen intestinal, fermentacdo pela microbiota, producéo de
gases e diarreia. Esse déficit enzimatico contribui para dor abdominal, distensdo e intolerancia
alimentar, sintomas frequentemente relatados por individuos com TEA e também observados
em modelos animais que estudam esse trastorno (Iglesias-Véazquez, 2020).

No modelo VPA, evidéncias demonstram prejuizo intestinal estrutural e funcional.
A exposicdo ao VPA reduz a espessura da tunica mucosa e muscular do estdmago e ileo, além
de diminuir a motilidade gastrointestinal em filhotes expostos durante a gestagdo (Kim et al.,
2013). Tambem foi descrito atraso significativo no esvaziamento gastrico (Varley; Browning,
2024), condicdo associada a nauseas, dor abdominal, distensdo, sensacdo de plenitude e
alteracdes alimentares sintomas amplamente relatados em pacientes com TEA (Camilleri;
Saslow; Bharucha, 1996; Taniya et al., 2022).

2.4 Estresse oxidativo no TEA

O estresse oxidativo é reconhecido como um dos principais mecanismos biologicos
envolvidos nas alteragfes neurocomportamentais observadas em modelos animais de TEA.
Esse processo resulta do desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e a capacidade antioxidante enddgena, culminando em danos lipidicos, proteicos e
mitocondriais no tecido nervoso (Usui; Kobayashi; Shimada, 2023).

A exposicdo ao VPA aprofunda esse cenario ao induzir um estado de estresse
oxidativo exacerbado no sistema nervoso central. 1sso ocorre por meio do aumento da geracao
de EROs, associado a disfuncdo mitocondrial e & ativacdo de vias de sinalizacdo que
desestabilizam a homeostase redox (Pangrazzi; Balasco; Bozzi, 2020). Como consequéncia, as
defesas antioxidantes tornam-se sobrecarregadas e menos eficientes, favorecendo o

estabelecimento de danos celulares e processos neurodegenerativos. Além desses efeitos, o
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VPA atua como inibidor da histona desacetilase (HDAC), modulando a expressao génica e
interferindo diretamente na neurogénese, 0 que contribui para déficits neurobiol6gicos
adicionais (Kaewngam et al., 2024; Chen et al., 2018a).

Criangas com TEA apresentam aumento consistente de estresse oxidativo,
evidenciado por disfungdo mitocondrial, reducdo da atividade de enzimas antioxidantes, maior
peroxidacao lipidica e acimulo de produtos de glicacdo avancada (Usui; Kobayashi; Shimada,
2023). Como as mitocondrias sao fundamentais para a producdo de adenosina trifosfato (ATP),
a regulacdo de radicais livres e a apoptose, sua disfungdo contribui diretamente para a
fisiopatologia do TEA (Frye et al., 2024). A relacdo entre alteracdes epigenéticas e expressao
génica no TEA indica que modificacfes nos niveis de acetilacdo de histonas, capazes de alterar
0 padrdo de transcricdo génica, podem desempenhar um papel central na fisiopatologia do
transtorno (Tseng et al., 2022). Estudos apontam que essa combinacdo de disfuncéo
mitocondrial e aumento de danos oxidativos esta fortemente associada ao desenvolvimento e a
progressdo do TEA.

O honokiol por sua vez modula esses processos inflamatérios por meio da ativacéo
da atividade e a expressdo da SOD2 e promove a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
mitocondrial (MtROS) por meio da ativacdo da Sirt3 (Wang et al., 2022). O honokiol, por sua
vez, modula esses processos inflamatdrios ao aumentar a atividade e a expressdo da SOD2 e
promover a eliminacdo de mtROS por meio da ativacdo da Sirt3 (Qi et al., 2024). Além disso,
0 honokiol inibe a ativagdo do NF-«kB e suprime a via TLR4/MyD88, reduzindo a liberagéo de
citocinas pré-inflamatorias e contribuindo adicionalmente para a reducdo do estresse oxidativo
(Chao et al., 2010).

2.5 Acetilcolinesterase no TEA

A acetilcolinesterase (AChE), é uma enzima hidrolase, que regula a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina nos neurénios (Sivaraman et al., 2022). Altera¢gdes na sua
atividade podem impactar diretamente a neurotransmissdo colinérgica, afetando processos
como mem@ria, aprendizagem e interacdo social que estdo associadas ao TEA (Suzuki et al.,
2011). De acordo com o estudo de Varela et al. (2013), o VPA aumenta a atividade da
acetilcolinesterase. O aumento da AChE induzido pelo VPA pode estar relacionado ao seu papel
como inibidor de histona desacetilase (HDAC). A inibicdo de HDAC promove hiperacetilacédo
de histonas e, consequentemente, maior acessibilidade da cromatina, resultando em alteracGes

de expressao génica durante o neurodesenvolvimento (Chen et al., 2018a).
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Esse mecanismo epigenético pode levar ao aumento da sintese de diversas
proteinas, incluindo enzimas reguladoras da neurotransmissdo, como a AChE. Assim, a
exposicdo ao VPA durante periodos criticos do desenvolvimento pode favorecer uma
superexpressdo ou hiperatividade da AChE, intensificando a degradacdo da acetilcolina e
comprometendo a sinalizagdo colinérgica. Ademais, estudos demonstram que o VPA também
induz estresse oxidativo e neuroinflamacdo (Chelaru et al., 2025; Chaudhary; Parvez, 2012),
condig¢des que modulam negativamente a funcéo colinérgica e podem contribuir para a elevacdo
da AChE observada em modelos animais. Dessa forma, o aumento da AChE em animais
expostos ao VPA reflete uma possivel via patofisioldgica pela qual o VPA impacta memoria,
atencdo e comportamento social dominios dependentes da integridade colinérgica (Varela et
al., 2013; Nakhal et al., 2023).

2.6 Serotonina no TEA

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) é um neurotransmissor essencial para o
desenvolvimento e a modulacdo de fungdes cerebrais como humor, sociabilidade, cognicao,
plasticidade sinaptica e maturacdo de circuitos neurais (Olivier, 2015). A serotonina (5-HT) é
produzida a partir do triptofano pelas enzimas TPH1, na periferia, e TPH2, no sistema nervoso
central (Maffei, 2020).

Embora mais de 90% da 5-HT seja sintetizada no intestino, € no SNC que ela exerce
funcdes essenciais, modulando humor, apetite, sociabilidade e agressividade (Gershon; Tack,
2007). De acordo com o estudo de Garbarino et al. (2019), alteragcbes na sinalizagéo
serotoninérgica estdo associadas a caracteristicas comportamentais do TEA, incluindo déficits
sociais e comportamentos repetitivos. Sua participacdo no neurodesenvolvimento € tdo
essencial que alteracfes precoces na sinalizacdo serotoninérgica podem impactar diretamente
processos como migragdo neuronal, formacdo sindptica e organizacdo cortical, dominios
frequentemente disfuncionais no TEA.

Um dos achados biologicos mais consistentes com TEA é a hiperserotonemia
periférica, observada em aproximadamente 25-30% dos individuos com o transtorno. Esse
aumento de 5-HT nas plaquetas sugere alteracfes sistémicas na sintese, captacdo ou
metabolismo da serotonina e constitui um dos biomarcadores mais replicados na literatura sobre
TEA (Muller; Anacker; Veenstra-Vanderweele, 2016; Esposito et al., 2024).

No modelo de TEA induzido por VPA, alteracdes significativas no sistema

serotoninérgico tém sido consistentemente observadas, refletindo padrdes semelhantes aos
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descritos em individuos com autismo (Ay et al., 2024).

A exposicdo pré-natal ao VPA compromete o desenvolvimento de neurénios
serotoninérgicos, reduzindo a expressdo de TPH2 a enzima que sintetiza serotonina no SNC e
diminuindo os niveis centrais de 5-HT durante periodos criticos do neurodesenvolvimento
(Miyazaki; Narita; Narita, 2004). Além disso, o transportador de serotonina (SERT) regula os
niveis sinapticos de 5-HT, e variantes alélicas no polimorfismo 5-HTTLPR reduzem sua
expressao, aumentando a vulnerabilidade a transtornos neuropsiquiatricos (Thorne; Ellenbroek;
Day, 2025). Essas alteracGes, associadas também a mudancas na sensibilidade de receptores
serotoninérgicos, contribuem para a manifestagdo de déficits sociais, comportamentos
repetitivos e hiper-reatividade emocional caracteristicos do modelo de inducéo ao TEA (Muller;

Anacker; Veenstra-Vanderweele, 2016).

2.7 Monoaminas no TEA

As vias dopaminérgicas desempenham papel fundamental em diversos processos
fisioldgicos, como controle motor, cognicdo, fungdes executivas, recompensa e motivagao o
sistema dopaminérgico € composto principalmente pelas vias mesolimbica, mesocortical,
nigroestriatal e tuberoinfundibular, cada uma contribuindo para aspectos distintos da
modulacdo comportamental e neuroendécrina (Havranek; Bacova; Bakos, 2024). Além disso a
dopamina desempenha um papel essencial tanto na aprendizagem quanto no comportamento
motivador podendo ser entendida como uma forma do organismo avaliar se vale a pena gastar
seus recursos em uma tarefa motora ou cognitiva (DiCarlo; Wallace, 2022).

Individuos com TEA apresentam respostas estriatais reduzidas a estimulos
recompensadores (Clements et al., 2018). Diante da estreita relacdo entre dopamina e
processamento de recompensa, propde-se que uma sinalizacdo dopaminérgica mesolimbica
atipica diminua o valor atribuido a estimulos sociais, 0 que pode contribuir para as dificuldades
sociais centrais observadas no TEA (Martin et al., 2025).

Além das alteracbes no processamento de recompensa, evidéncias recentes
apontam que o sistema dopaminérgico apresenta disfun¢des mais amplas no TEA, envolvendo
desde a neurogénese e maturacdo neural até a modulacdo corticoestriatal. Estudos de
neuroimagem e modelos animais demonstram que alteragdes dopaminérgicas precoces podem
impactar a formag&o de circuitos sociais, sugerindo que a disfuncdo dopaminérgica no TEA é
tanto desenvolvimental quanto funcional (Bariselli et al., 2018). Modelos animais de TEA,

como 0 modelo induzido por acido valproico (VPA), resulta em redugdo da sintese e da
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atividade dopaminérgica no estriado e no cortex pré-frontal, acompanhada por menor expressao
do transportador de dopamina (DAT), dos receptores D1 e D2, bem como da tirosina-
hidroxilase (TH) (Cezar et al., 2025).

2.8 Modelo de indugdo animal por acido valproico (VPA)

O éacido valproico (VPA), ou acido 2-propilpentandico, € um acido graxo de cadeia
curta vastamente utilizado como um medicamento antiepiléptico e estabilizador de humor
(Nicolini; Fahnestock, 2018). Em humanos, o VPA usado no periodo gestacional é considerado
um fator de risco pois afeta o0 desenvolvimento cerebral fetal, além de atravessar a placenta e
acumular-se na circulacdo fetal com uma concentracdo maior do que 0 sangue materno
atribuindo um grande risco ao feto pela exposicdo ao VPA (Zarate-Lopez, et al., 2024; Sharma
et al., 2022; Kim; Hong; Ahn, 2022).

Diante dessa associacdo, evidéncias experimentais demonstram que a exposicao
pré-natal ao acido valproico (VPA) em roedores foi estabelecida como um modelo translacional
confiavel para o estudo da fisiopatologia do Transtorno do Espectro Autista (TEA) (Sato et al.,
2022). A administracdo de VPA no 12,5° dia de gestagdo em ratos e camundongos reproduz de
forma consistente altera¢cbes comportamentais, neurogquimicas e neuroinflamatorias observadas
em individuos com TEA, validando esse modelo experimental (Kim et al., 2011). A exposicdo
intrauterina ao VPA constitui um modelo amplamente reconhecido de autismo, apresentando
validade de face, de construto e preditiva. Refletindo de maneira mais fidedigna os casos de
autismo idiopatico, frequentemente associados a fatores ambientais e epigenéticos, assim, 0
modelo induzido por VPA constitui uma ferramenta essencial para investigar os mecanismos
neurobioldgicos do TEA e para orientar o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
(Nicolini; Fanhestock, 2018; Zarate-Lopez et al.,2024).

O VPA atua inibindo os canais de sodio voltagem-dependentes, reduzindo a
atividade neuronal, além de aumentar a neurotransmissdo GABAérgica ao inibir a GABA
transferase causando um desequilibrio na relacdo excitacdo/inibi¢éo (E/I) nos circuitos neurais.
Este mecanismo é apontado como um dos principais mecanismos patogénicos do TEA
(Hussman, 2001). Além disso, o VPA pode funcionar como um inibidor ndo especifico da
histona desacetilase (HDAC) que pode afetar o desenvolvimento neural pela remodelagédo
cromossémica, causando interrupgdo no DNA e aumento do estresse oxidativo em um feto
(Sandhu et al., 2023). Essa modulacéo pode alterar a expressao de genes importantes para o

desenvolvimento neural, como os que estdo envolvidos na formacdo sinaptica, plasticidade
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neuronal e comunicacgéo celular (Kataoka et al., 2013; Kuo; Liu, 2022).

De acordo com o estudo Bambini-Junior et al. (2014), ratos expostos no periodo
pré-natal ao VPA apresentam alterac6es anatdbmicas e déficits de desenvolvimento equivalentes
aos encontrados em criangas com TEA, abrangendo diminuigéo da interagéo social e aumento
do comportamento repetitivo/estereotipado, que sdo elencados como principais critérios
diagnosticos para o transtorno, e aumento do comportamento ansioso, que é uma comorbidade
comum em humanos.

Paralelamente, o modelo de exposi¢do pré-natal ao &cido valproico reproduz de
maneira robusta e reprodutivel caracteristicas centrais do TEA, como perda de células de
Purkinje, danos em nucleos motores, reducao neuronal no tronco cerebral e aumento dos niveis
de IL-6, TNF-a ¢ NFkB. Além disso, pacientes autistas apresentam reducdo de glutationa
reduzida (GSH) no cerebelo e cortex temporal, assim como alteragdes em GSH e
malondialdeido (MDA) no plasma e eritrocitos. De forma semelhante, ratos tratados com VPA
exibem esgotamento de GSH cerebral e aumento de MDA, refor¢cando a validade desse modelo
para estudos sobre TEA (Mirza; Sharma, 2019). A teratogenicidade tem sido fundamental para
ajudar a elucidar os mecanismos neuropatologicos do TEA. Além disso, a exposi¢do ao VPA
foi associada a um aumento da permeabilidade e peroxidagdo da barreira hematoencefalica

(BHE), o que reforca o estado pro-inflamatdrio observado nesses modelos (Mehra et al., 2022).

2.9 Honokiol

Magnolia officinalis € uma planta medicinal tradicional amplamente utilizada em
paises asiaticos (Niu et al., 2021). Mais de 200 compostos quimicos, incluindo fendlicos,
alcaloides, esteroides e 6leos volateis, foram isolados e identificados na casca de Magnolia
officinalis. Dentre esses constituintes, os neolignanos fendlicos magnolol (5,5"-dialil-bifenil-
2,2"-diol) e honokiol (5,3'-dialil-bifenil-2,4'-diol) representam o0s principais componentes
bioativos amplamente caracterizados, sendo frequentemente associados as propriedades
farmacologicas (Olas, 2025).

Honokiol € um composto fenilpropanoide e pertence as neolignanas, que tém um
para-alil fenol e um orto-alil fenol unidos com o acoplamento orto-, para-C-C (Figura 5) (Li;
Liang; Zhou, 2022; Talarek et al., 2017).
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Figura 5 — Forma estrutural do honokiol.

Fonte: National Library of Medicine (2025).

De acordo com o estudo de Snow e Albensi (2016), o honokiol melhora a
plasticidade e sinalizacdo neuronal, inibe a ativacdo do NF-kB e preveni a neurodegeneragdo
na doenca de Alzheimer. Além disso, aumenta a capacidade cognitiva ao inibir a
acetilcolinesterase (AChE), preservando os niveis de acetilcolina e otimizando a transmissédo
neuronal no cérebro. De acordo com o estudo de Li et al. (2024a), varios mecanismos estdo
envolvidos na neuroprotecdo como: supressdo de cascatas neuroinflamatdrias e estresse 0xido-
nitrosativo regulagdo da sinalizagdo (Oxido Nitrico Sintase — NOS) e ativacao de Fator Nuclear
Eritroide 2 (Nrf2) e Sirtuina 3 (SIRT3). Além disso, ao ativar a SIRT3 acontece uma melhora
da funcdo mitocondrial nos neurdnios (Li et al., 2024b).

O honokiol exerce efeito anti-inflamatorio por meio da atuacdo em diferentes vias,
como fosfoinocitideo-3 quinase/AKT (proteina quinase/AKT), quinases reguladas por sinal
extracelular 1/2 (ERK1/2), bem como quinases N-terminais c-Jun 1/2 (JNK1/2) (Sulakhiya et
al., 2014).

Estudo com o uso do honokiol usando com acido N-metil-d-aspartico (NMDA),
restaurou o nivel de GSH total e diminuiu a peroxidacao lipidica no cérebro (Cui et al., 2007).
De acordo com o estudo de Zhou et al. (2023a), mostrou que o honokiol melhorou o estresse
oxidativo celular intensificando a sintese de glutationa (GSH) e ativando a via do NRF2,
elemento de resposta antioxidante (ARE). Desta forma, otimizando a funcdo mitocondrial e a
morfologia pelo ajuste fino da dindmica mitocondrial em células SOD1-G93A, e mostrando ser
uma droga favoravel para o tratamento da Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA).

Além disso melhora o comportamento depressivo em camundongos, apresentando

como principal mecanismo de acéo, a inibicdo do NF-kB, diminuindo os niveis de Interferon-
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gama (IFN-y) no cérebro, diminuindo citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IFN-y, e
Interleucina 1 beta (IL-1B) no sangue periférico, inibindo desta forma a resposta inflamatoria
(Zhang et al., 2019). A via NF-kB € um fator de transcri¢do pré-inflamatorio crucial, enquanto
0 6xido nitrico (NO) serve como um mediador central e regulador inflamatorio. Exibe atividade
anti-inflamatoria regulando a sinalizacdo MAPK/NF-kB, seguida pela regulacdo negativa do
oxido nitrico sintase (iINOS) e COX-2, e niveis reduzidos de citocinas pro-inflamatérias (como
IL-1pB, IL-6, TNF-a) (Li et al., 2024a).

O honokiol apresenta diversas acdes farmacoldgicas, incluindo efeitos
neuroprotetores, antidepressivos, analgésicos, antimicrobianos e antitumorigénicos. Seus
mecanismos envolvem inducdo de apoptose em células doentes, reducdo da expressdo de
proteinas defeituosas, inibicdo do estresse oxidativo, supressdo de citocinas pro-inflamatorias
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-10), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e
melhora da funcdo hepética (Rauf et al., 2021; Zhou et al., 2023b). Uma caracteristica
importante desses compostos é a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE),
permitindo que eles atuem diretamente no sistema nervoso central. 1sso possibilita efeitos
neuroprotetores, que podem ocorrer por diversos mecanismos, como ac¢ao antioxidante, anti-
inflamatoria e modulacdo de neurotransmissores (Li et al., 2023).

Assim, observa-se que os mecanismos de acdo do honokiol especialmente sua
capacidade de reduzir o estresse oxidativo, modular citocinas inflamatérias e promover
neuroprotecdo convergem com as alteracdes biologicas amplamente descritas no TEA, como
disfuncdo mitocondrial, desequilibrio imunoldgico e aumento do dano oxidativo (Chen et al.,
2021). Essa sobreposicdo de vias reforca a pertinéncia de considerar o honokiol como um
potencial modulador dessas disfungfes, justificando sua investigacdo como abordagem

terapéutica no contexto do TEA.

2.10 Similaridade estrutural e funcional das proteinas entre espécies (Rattus novergicus X

Homo sapiens) - Bioinformatica estrutural e sua relagdo com TEA

A Bioinformatica ¢ um campo de pesquisa dedicado a obtencéo de conhecimento a
partir de dados biolégicos utilizando modelos e algoritmos da ciéncia da computacdo. Sua
atuacdo envolve a coleta, processamento e modelagem de dados, permitindo anélises,
visualizagbes e previsbes por meio do desenvolvimento de estratégias e algoritmos
computacionais (Paiva et al., 2022). A bioinformatica estrutural compreende recursos de dados,

algoritmos e ferramentas para investigar, analisar, prever e interpretar estruturas
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biomacromoleculares (Keskin et al., 2008).

Seus metodos e abordagens tém sido fundamentais para o avan¢o do conhecimento
cientifico e a exploracdo de novos direcionamentos. Ao transformar dados computacionais em
insights valiosos, gerando previsdes que impulsionam a pesquisa e reduzem custos, além de
possibilitar a formulacdo de novas hipoteses testaveis. A bioinformatica estrutural desempenha
um papel fundamental na ciéncia contemporanea (Soares; Lousa, 2025).

Essa abordagem permite uma compreensdo mais profunda dos distarbios
associados ao TEA, através de predi¢des de interagdo proteina-proteina, gene-proteina, estudos
de atracagem molecular, triagem de moléculas como também predizer modulagédo de fA&rmacos
em sistemas biologicos, facilitando a identificacdo de mecanismos subjacentes aos fenétipos da

doenca e construindo futuras estratégias terapéuticas (Abuelrub et al., 2025).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos neuroinflamatdrio e antioxidante do honokiol em prole de ratos
machos e fémeas induzidos ao TEA pela exposicdo pré-natal ao acido valpréico durante o

periodo gestacional.

3.2 Objetivos especificos

— Realizar andlises in silico para determinar a farmacocinética, farmacodinamica e
toxicidade do honokiol;

— Avaliar os parametros comportamentais relacionadas aos padrfes de ansiedade,
atividade exploratdria, interacdo social, comportamentos repetitivos/restritivos,
memoria operacional e aprendizado na prole de ratos induzidos ao TEA;

— Analisar os marcadores de estresse oxidativo malondialdeido (MDA) e glutationa
(GSH) no CPF, hipocampo e ceco;

— Quantificar os niveis de proteinas totais no hipocampo, cértex pré-frontal e Ceco;

— Avaliar a atividade enzimética da acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo e
cortex pré-frontal;

— Quantificar neurotransmissores (serotonina e dopamina no corpo estriado);

— Avaliar parametros bioquimicos intestinais e no duodeno avaliar as dissacaridases.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Estudo in silico

O método in silico foi empregado para a predicdo da farmacodindmica,

farmacocinética e toxicidade do honokiol.

4.1.1 Obtencdo da estrutura quimica

A estrutura molecular da honokiol foi obtida a partir do banco de dados PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), da qual foi obtida o codigo “smile” para as analises

subsequentes.

4.1.2 Predicao de alvos moleculares potenciais

Foram  utilizadas as  plataformas  “string-db.org”  “STRING” e
“http://www.swisstargetprediction.ch/” “SwissTargetPrediction”, para determinagdo de alvos
terapéuticos. Foi utilizado o descritor “Autism” no organismo ‘“homo sapiens”, para a
identificacdo e predicdo de alvos terapéuticos associados ao Transtorno do Espectro Autista.
Esses dados foram corelacionados utilizando o metodo de predigéo que foi feita na plataforma

“SwissTargetPrediction”, que foi subtido o “smile” e escolhido o organismo “homo sapiens”.

4.1.3 Analise de interagdes proteina-proteina e vias funcionais

Os alvos moleculares foram submetidos a andlise de interagGes proteina-proteina
(PPI) na plataforma STRING (https://string-db.org), utilizando um score de confianga
adequado para garantir interacoes relevantes. Na mesma plataforma, também foram obtidas as
analises de enriquecimento referentes as vias KEGG e aos termos de Ontologia Génica (GO:
Biological Process). Posteriormente, as redes de interacdo foram exportadas e visualizadas no
software Cytoscape v3.10.0, empregando-se os plugins ClueGO e CluePedia para realizar o
enriquecimento funcional, integrar os resultados de KEGG/GO e identificar vias bioldgicas e

processos moleculares associados aos alvos investigados.
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4.1.4 Predic¢des farmacocinética e toxicologica

As propriedades farmacocinéticas foram avaliadas utilizando a plataforma pkCSM
(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/) e o ADMET Iab 3.0 (https://admetlab3.scbdd.com/).

Para permitir a variacdo sistematica dos parametros farmacocinéticos, os valores de
referéncia foram obtidos das plataformas para absorcéo (inibicdo da glicoproteina P 1 e I,
absorcdo intestinal) e metabolismo (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4),
avaliados utilizando pkCSM.

A plataforma ADMETIab 3.0 foi usada para a predicéo da distribuicdo (ligacdo as
proteinas plasmaticas, volume de distribuicdo - VD, fracéo livre - FU%) e excrecdo (depuracéo
plasmatica - CL, meia-vida bioldgica - T1/2).

As propriedades de toxicidade foram avaliadas pela plataforma ProTox 3.0
(https://tox-new.charite.de/protox_II), considerando pardmetros como toxicidade de 6rgéaos
(neurotoxicidade,  hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, toxicidade respiratéria e

cardiotoxicidade), classe de toxicidade e dose letal — DL50.

4.1.5 Modelagem de intera¢des moleculares (docking molecular)

Os alvos mais promissores previamente identificados foram selecionados para as
simulagbes de docking molecular do honokiol. As estruturas tridimensionais das proteinas
foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) ou modeladas por homologia utilizando a
plataforma Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/). Os modelos gerados foram
submetidos a validacdo estrutural para garantir confiabilidade geométrica e estereoquimica,
bem como sua adequacdo as analises de atracamento. A validacdo dos modelos foi realizada
por meio do PROCHECK, que avalia a qualidade estereoquimica por meio dos graficos de
Ramachandran; Verify3D, que analisa a compatibilidade entre a estrutura tridimensional e sua
sequéncia de aminoacidos; e pelo QMEAN4 Normalizado fornecido pela plataforma Swiss-
Model.

A preparacéo das estruturas moleculares foi realizada utilizando o AutoDock Tools
v1.5.7, e as simulagdes de docking molecular foram conduzidas com o AutoDock Vina v1.2.3.
A estrutura tridimensional de cada proteina alvo foi selecionada com base na melhor resolugéo
cristalografica (<2,5 A). Todas as moléculas de agua cristalografica, ligantes originais e

solventes presentes no sitio ativo foram removidos para evitar interferéncias nas interacoes
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ligante—receptor. Em seguida, foram adicionados hidrogénios polares e atribuidas cargas
parciais de acordo com o método Gasteiger Charges.

Os arquivos do receptor e dos ligantes foram convertidos para formatos compativeis
com o programa de docking utilizando o AutoDock Tools (ADT). A Grid Box foi centralizada
no sitio ativo da proteina, com dimensdes fixas de 40 x 40 x 40 A, com spacing 1A. As
coordenadas (X, Y, z) e 0 espacamento da malha foram ajustados para abranger todos os residuos
cataliticos relevantes, com um exhaustiveness 33.

O docking molecular foi realizado utilizando o Algoritmo Genético Lamarckiano
(LGA), conforme implementado no AutoDock. As conformagdes geradas foram analisadas
com base nos valores de energia de afinidade (kcal/mol), sendo selecionadas as poses com
menor energia, pois indicam maior estabilidade e potencial de interacdo. A validacdo de
docking incluiu a analise do Root Mean Square Deviation (RMSD), considerando os valores de
limite inferior (Ib) e limite superior (ub), além da formac&o de clusters para identificar
conformacdes recorrentes e estaveis.

As interacdes moleculares entre os ligantes e os residuos do sitio ativo foram
visualizadas e analisadas nos softwares PyMOL e BIOVIA Discovery Studio Visualizer.

O coeficiente de inibicdo (Ki) foi estimado a partir da energia de ligagdo (AG)
utilizando a seguinte equacéo:

Ki=e (26x1000,, 7
Em que AG representa a energia de ligacdo (kcal/mol), R ¢ a constante universal

dos gases (1,987 cal-mol™"-K™) e T ¢ a temperatura absoluta (298 K).

4.1.6 Comparacao de proteinas: integracao de analise de sequéncia e estrutura

Anélise de sequéncia foi realizada por meio da plataforma Basic Local Alignment
Search Tool - BLAST (blast.ncbi.nim.nih.gov), com a avaliacdo estrutural executada no
software PyMOL. A etapa inicial concentrou-se na analise de sequéncia utilizando o BLASTp
(Protein BLAST). Nesta etapa, foram analisados os parametros de identidade, correspondente
a porcentagem de aminoécidos idénticos entre duas sequéncias, e de positividade, que inclui
aminoacidos quimicamente semelhantes (conservativos) capazes de manter a funcéo proteica.

Na etapa subsequente, as estruturas tridimensionais das proteinas homdlogas
identificadas foram obtidas no Protein Data Bank (PDB) e analisadas no PyMOL.. Para avaliar
a similaridade estrutural, utilizou-se o comando align, que realiza a superposicao da proteina-

alvo (referéncia) com as estruturas homologas, permitindo comparar a conservacao espacial dos
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residuos e inferir possiveis semelhancas funcionais entre as proteinas.

4.2 Estudo in vivo

4.2.1 Delineamento experimental

O efeito antioxidante e anti-inflamatério do honokiol foi avaliado por meio de
métodos in silico, in vivo e in vitro. O método in silico foi empregado para a predi¢do da
farmacodindmica, farmacocinética, toxicidade do honokiol, como também avaliacdo de
estrutura de proteinas entre espécies. in vivo, foi utilizado o modelo de inducdo ao TEA com
acido valpréico (VPA) em ratos, os animais foram tratados por 10 dias durante o periodo
gestacional com honokiol ou solugdo, solucdo de dimetilsulfoxido - DMSO e avaliados
parametros comportamentais relacionados a ansiedade, atividade exploratoria, interacao social,
comportamentos repetitivos/restritivos, memaoria operacional e aprendizado na prole dos ratos
induzidos ao TEA e ap6s 30 dias foram eutanasiados com 40 dias pés nascido. Foram
dissecados as areas cerebrais, cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e o ceco para
dosagem de marcadores de estresse oxidativo (malondialdeido, glutationa reduzido) e proteinas
totais, atividade enzimaticas no duodeno (dissacaridases), e neurotransmissores (serotonina,

dopamina e acetilcolinesterase) in vitro.

4.2.2 Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de
Animais de Laborat6rio do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos
da América (National Research Council, 2011) e ARRIVE guidelines (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) (ARRIVE, 2020). O projeto foi submetido ao Comité de
Etica e Pesquisa Animal (CEUA) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimentos de
Medicamentos da Universidade Federal do Ceara (NPDM/UFC) e foi aprovado com a
numeracdo 89011223-0 (Anexo A).

4.2.3 Animais matrizes

Foram utilizados 24 ratos wistar como matrizes (sendo 12 machos e 12 fémeas),

nuliparas, com peso corporal entre 200 a 300g e com oito semanas de idade. Os animais foram
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obtidos no biotério do NPDM/UFC e mantidos a temperatura de 26 + 2°C, com um ciclo 12/12h
de luz/escuro, recebendo &gua e racao ad libitum. Os ratos machos foram mantidos separados,
em gaiolas, das fémeas, para evitar o acasalamento antes do periodo desejado e para a
aclimatacdo. Para o calculo do nimero de matrizes em cada grupo, foi utilizado o software
G*Power v3.0. Os seguintes parametros foram utilizados baseando-se em dados de publicagdes
anteriores: o = 0.05; poder = 0.85; tamanho de efeito = 0.8, a partir desses critérios foi gerado

0 n°® amostral.

4.2.4 Avaliacao do ciclo estral e acasalamento

Os acasalamentos foram acompanhados diariamente através da avaliacdo do ciclo
estral das ratas fémeas, desde 0 21° dia do nascimento, analisando a proporcao e tipo de células
presentes na secrecdo vaginal, pelo método de esfregaco vaginal (Marcondes; Bianchi; Tanno,
2002). O método de avaliagao citologica consiste em aplicar 20 pL de agua destilada proximo
ao canal vaginal, em seguida aspirado com pipeta e aplicado sobre lamina para analise
microscopica das células.

Para o acasalamento, os animais machos foram colocados em contato com as
fémeas nuliparas por um periodo de 24h (das 19h as 7h), na proporgéo de 1 fémea:1 macho por
caixa, sendo o macho somente introduzido na gaiola no final do periodo de estro (Marcondes;
Bianchi; Tanno, 2002). A prenhez foi confirmada por meio da identificacdo do plug vaginal,
indicativo da ocorréncia de acasalamento (Marcondes; Bianchi; Tanno, 2002), sendo este

momento considerado como o dia da concepcao (GO0).

4.2.5 Distribuicéo dos animais (matrizes) e formacéo dos grupos

As matrizes fémeas foram randomizadas em quatro grupos, cada grupo com um
numero de 3 animais de acordo com o seu esquema de tratamento. A denominacao dos grupos
matrizes foi a mesma utilizada para identificar os grupos dos filhotes:

a) Grupo I - Controle (Dimetilsulféxido-DMSOQO) = 3 matrizes fémeas;

b) Grupo Il — Honokiol 10 mg/kg/dia = 3 matrizes fémeas;

¢) Grupo Il - Acido Valproico (VPA, 600mg/DU) = 3 matrizes fémeas (aplicado

no 12,5° dia da gestacao);

d) Grupo IV - VPA + Honokiol (600mg/DU + 10 mg/kg/dia) = 3 matrizes fémeas.
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Os filhotes provenientes das matrizes foram randomizados em sorteio por meio do
uso do aplicativo RandomIZE®, e utilizado para mensuragdo do efeito do tratamento aplicado

nas matrizes aos 21 dias de vida.

4.2.6 Inducédo ao TEA e tratamento das matrizes

A definicdo das doses utilizadas neste estudo foi baseada em evidéncias
previamente estabelecidas na literatura, considerando esses parametros a dose adotada foi de
10 mg/kg/dia (Guo et al., 2019; Sulakhiya et al., 2014; Qu et al., 2022; Jangra et al., 2016;
Zhang et al., 2019).

Os animais foram induzidos ao TEA pela administracdo de VPA via intraperitoneal
(i.p.) 600 mg/kg diluido em solucdo (NaCl 0,9%), e aqueles que ndo foram induzidos (controle)
foi administrado solugdo salina (NaCl 0,9%) via i.p, no 12, 5° dia da fertilizacdo apos a
constatacdo do acasalamento (Viana et al., 2023; Wang et al., 2024). Apds o periodo do
acasalamento e nascimento da prole, as matrizes de ratos machos e fémeas foram eutanasiadas
por superdose de anestésicos, ketamina 300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg.

As ratas fémeas foram tratadas com o honokiol férmula pura apresentada em
capsulas disponiveis comercialmente pela MCS Formulas na concentracdo de 250mg de >98%,
que foi solubilizada em 0,5% de Dimetilsulfoxido (DMSO) ou por Tween 80 a 0,1% agua
destilada e administrada por via oral (gavagem), durante o periodo gestacional G10 até o
nascimento. O dia em que a prole nasceu foi considerado dia pds-natal 1 (PND1), ap6s o
nascimento a prole ficara com sua genitora até o periodo de desmame que acontecerd no
PND21.
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Figura 6 — Protocolo experimental nas matrizes.
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: G: Gestacional; PND: dia pds-natal; VPA: &cido valproico; Controle: Dimetilsulféxido - DMSO.
Exposicdo materna ao honokiol nos grupos: Il e 1V, no periodo gestacional G11 ao G21.

4.2.7 Formacao dos grupos experimentais (filhotes)

A diviséo dos grupos de filhotes dos animais que foram usados para as analises
experimentais foi realizada considerando a inducdo prévia das matrizes e divididos por sexo
conforme a descricdo.

Dessa forma, as matrizes tiveram seus filhotes distribuidos nos seguintes grupos:
grupos controles, grupos honokiol, grupos induzidos TEA, grupos tratados com honokiol.

Os animais de cada grupo foram utilizados da seguinte maneira: Os testes
comportamentais foram realizados com 69 animais machos e 58 fémeas (Tabela 1). Estes
animais foram divididos e utilizados para analises de estresse oxidativo, proteinas totais, AChe.
Para as analises de enzimas intestinais foram utilizados 6 machos e 6 fémeas de cada grupo e

para quantificagdo de neurotransmissores 8 machos e 8 fémeas de cada grupo

Tabela 1 — Formacdo dos Grupos Experimentais (Filhotes).

Grupos Machos (n) Fémeas (n)
Grupo Controle 20 21
Grupo Honokiol 15 08
Grupo VPA 19 15
Grupo VPA + Honokiol 15 14
Total 69 58

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2.8 Testes comportamentais

4.2.8.1 Teste do campo aberto

Na avaliacdo da atividade locomotora e padrdo de ansiedade dos animais foi
utilizado o teste do Campo Aberto que consiste em um aparato feito de acrilico (paredes
transparentes) dividido em 9 quadrantes iguais, em uma caixa quadrada medindo
aproximadamente 50 cm x 50 cm. Os ratos foram habituados ao aparato pelo periodo de 1 min,
e avaliado sua atividade por 5 min apds ambientagdo (Zhong et al., 2023).

Os parametros observados foram: nimero de cruzamentos com as quatros patas
(movimentacdo espontanea), nimero de comportamentos de autolimpeza (grooming) e numero
de elevacGes sobre duas patas (rearing), esses parametros deram subsidios para determinacao
de eventual hiperatividade e ansiedade dos animais (Zimcikova et al., 2017; File; Hyde, 1978).

4.2.8.2 Teste de interacdo social

O teste de Interacdo Social é um modelo experimental empregado para investigar
alteracGes comportamentais em animais associadas a disturbios psiquiatricos.

O aparato consiste em um caixa (40 cm x 60 cm x 22 cm), dividida em trés camaras
sendo a central neutra, posuindo aberturas para as duas laterais, acoplando duas gaiolas de
acrilico, sendo uma vazia e a outra com outro animal desconhecido, do mesmo sexo e tamanho
do animal que foi avaliado.

Os ratos filhotes ficaram 5 minutos explorando o aparelho, sendo avaliados quanto
ao tempo de permanéncia explorando o compartimento com animal e sem animal, aléem do
namero de entradas nas camaras com e sem animal, como também o tempo no espago neutro.
Esses parametros deram subsidios para a determinar a sociabilidade desses animais
(Radyushkin et al., 2009).

4.2.8.3 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Para a avaliagdo do comportamento ansioso, foi utilizado o teste de labirinto em
cruz elevado, os ratos foram postos no centro da estrutura em cruz feita de material opaco & 70
cm acima do solo, as extremidades superior e inferior possuem bragos abertos e 0s segmentos

esquerdo e direito tem bragos fechados. O comprimento da parede é de 50 cm e a largura 10
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cm, a atividade dos ratos foi registrada por uma camera durante um periodo de 5 min ap0s a
insercdo, foram avaliados o tempo nos bracos abertos e fechados, bem como o nimero de
entradas. A ansiedade foi observada pelo aumento do tempo gasto nos bragos abertos, local que
costuma causar este tipo de comportamento devido a sua altura e maior luminosidade (Han,
2022).

4.2.8.4 Teste do labirinto em Y (Y-maze)

A memoria de reconhecimento espacial dos ratos foi avaliada usando o teste do
labirinto em Y, que consiste em um aparato com trés bracos fechados interconectados (40 x 12
x 30 por brago) em um angulo de 120°, que foram marcados para A, B e C, respectivamente.
Os animais ficaram na area central do labirinto em Y e foi permitida a exploracgéo livre por 8
min, seguido pelo registro da sequéncia em que o rato entrou nos bragos do labirinto. Uma
sequéncia correta foi definida como trés letras desiguais em uma linha. A taxa de preciséao foi
calculada como o numero de vezes de sequéncia correta dividido pelo nimero total de vezes
(Sarter; Bodewitz; Stephens, 1988).

4.2.9 Eutanasia e remocao das areas cerebrais

Apos a realizagdo dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo em guilhotina. Seguindo as diretrizes éticas garantindo o bem estar animal. Esta
técnica foi escolhida devido a necessidade de manter a integridade cerebral, evitando possiveis
alteracdes bioquimicas e histoldgicas causadas pelo uso de anestésicos, que podem interferir
em analises neuroquimicas e moleculares. Alem disso, a decapitacao permite a rapida coleta de
tecidos sem comprometimento da viabilidade celular e da atividade enzimatica (Ko; Mulia; van
Rijn, 2019).

Durante o procedimento, cuidados rigorosos foram tomados para garantir a boa
condicdo do equipamento, assegurando cortes precisos e minimizando o sofrimento animal. A
guilhotina foi devidamente higienizada entre cada animal, seguindo protocolos de
biosseguranca e boas préaticas experimentais para evitar o estresse do animal e a contaminacao
cruzada, garantindo a reprodutibilidade dos resultados.

Imediatamente apos a decapitacdo, o cranio foi exposto, e uma incisdo foi feita na
linha média com um bisturi n® 15. A calota craniana foi cuidadosamente removida para expor

0 cérebro, que foi delicadamente extraido com o auxilio de uma espatula ou pinga, comegando
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pela regido frontal e deslocando-o para tras para liberar as conexfes nervosas e a medula
espinhal. As areas cerebrais como o cortex pré-frontal, hipocampo, e corpo estriado foram
dissecadas com instrumentos finos e precisos, como pingas e tesouras de microdisseccdo, para
posterior analise (Paxinos; Franklin, 2019).

Para retirada do intestino procedeu-se a laparotomia mediana para exposicao da
cavidade abdominal e exteriorizacdo do trato gastrointestinal. O intestino delgado foi
identificado entre o piloro e a juncéo ileo-cecal. O ileo foi cuidadosamente isolado, removido,
lavado com solucdo salina para remocdo do contetdo luminal, acondicionado em tubos
apropriados e armazenado a —20 °C até a realizacdo das analises da atividade das enzimas
dissacaridases (maltase, lactase e sacarase) (Lowry, 1951). O ceco foi removido integralmente,
submetido aos mesmos procedimentos de lavagem, e armazenado a —80 °C para posterior

avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo.

4.3 Estudo post mortem

4.3.1 Analise de marcadores do estresse oxidativo — Quantificagdo de MDA

A metodologia para a determinagdo da producédo de substancias acidas reativas com
0 &cido tiobarbiturico (TBARS) foi aplicada ao homogéneo do hipocampo, cortex pré frontal e
ceco com o objetivo de quantificar o MDA. Inicialmente, o tecido foi homogeneizado em
tampéo fosfato 150 mM para obtencdo do homogenato. Em seguida, foram retirados 63 pL
dessa amostra, aos quais foram adicionados 100 pL de acido perclérico 35%, seguido de
centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C para precipitacdo de proteinas. O sobrenadante
obtido (150 pL) foi entdo incubado com 50 uL de &cido tiobarbiturico (TBA) a 1,2%, sendo a
mistura aquecida em banho-maria a 95°C por 30 minutos para permitir a reagdo entre o TBA e
os aldeidos derivados da peroxidacao lipidica. Apos resfriamento, 150 pL das amostras foram
transferidos para os pocos de uma placa de ELISA, onde a absorbancia foi medida a 535 nm,
permitindo a quantificacdo do MDA e, consequentemente, a avaliacdo do estresse oxidativo nas

regides cerebrais analisadas (Nagababu et al., 2009).

4.3.2 Avaliacéo do Estresse Oxidativo — Quantificacdo de GSH

A metodologia para a determinacdo da concentracdo de GSH foi aplicada ao

homogenato do hipocampo, cortex prefrontal e ceco em leitor de ELISA. As amostras foram



50

preparadas adicionando-se 65,57 pL do homogenato (10%) a 52,45 pL de agua destilada e
13,11 L de &cido tricloroacético (TCA) a 50%, seguido de centrifugacdo a 5000 rpm por 15
minutos a 4°C para precipitacdo de proteinas. Durante todo o procedimento, as amostras foram
mantidas resfriadas para evitar degradacdo. Para a reacdo, 131,14 uL da solucgéo de Tris-HCI
foram adicionados a cada pogo da placa de ELISA, seguidos de 65,57 pL das amostras
previamente preparadas. Imediatamente antes da leitura, 3,27 puL de DTNB foram adicionados
para permitir a formacao do complexo cromogénico, cuja absorbancia foi medida a 412 nm. A
reacdo permaneceu estavel por apenas 5 minutos, tornando essencial um controle rigoroso do
tempo de leitura (Sedlak; Lindsay, 1968).

4.3.3 Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford (1976),
através de ELISA no hipocampo, cértex préfrontal e ceco. O ensaio baseia-se na interacdo do
corante Coomassie Blue G250 com aminodcidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas das
proteinas, resultando em um deslocamento do equilibrio do corante para sua forma anifnica,
que apresenta forte absorbancia a 595 nm. As amostras foram preparadas garantindo um volume
final de 40 pL por pogo, ajustado com tampdo adequado. A curva padrdo foi construida
utilizando solucdo de albumina a 0,2 mg/mL em concentracfes crescentes. A solucdo de
Bradford foi obtida pela diluicdo da solucdo-mée 5x em agua destilada (1 mL da solugdo-mae
+ 4 mL de H20). Apds a adicdo de 200 pL da solucdo de Bradford diluida nos pogos contendo
amostras e padrdes, a reagéo foi incubada por 5 minutos antes da leitura da absorbancia a 595
nm. Esse método permitiu a quantificacdo precisa das proteinas presentes nas amostras, sendo

essencial para normalizacdo dos dados em analises bioquimicas subsequentes (Bradford, 1976).

4.3.4 Avaliacéo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A avaliacdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi realizada pelo método
de Ellman et al. (1961), em leitor de ELISA. O principio do ensaio baseia-se na hidrdlise da
acetilcolina pela AChE, resultando na formacdo de tiocolina, que reage com o acido
ditiobisnitrobenzéico (DTNB), produzindo um complexo de coloragdo amarela cuja
absorbancia é medida a 412 nm. Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em tampéo fosfato
(pH 7,4) e a concentracdo protéica foi determinada pelo método de Bradford, ajustado para 0,5

mg/mL. O ensaio foi conduzido em microplacas de 96 pogos, onde foram adicionados 34 pL
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do homogenato ¢ 134 uL. de DTNB (0,75 mM). A absorbancia foi registrada a 412 nm antes da
adicdo do substrato (leitura de branco), considerando a coloracéo basal do DTNB. Em seguida,
foram adicionados 34 uL. de ATC (9 mM), e a absorbancia foi monitorada do minuto 1 ao 5. A
atividade enzimatica foi expressa em nanomoles de ATC hidrolizados por miligrama de
proteina por minuto (nmol/min/mg), sendo a variacao da absorbancia por minuto utilizada para
o calculo da taxa de reacdo. Esse método permitiu avaliar com precisdo a atividade da AChE

nos tecidos analisados (Isomae et al., 2002).

4.3.5 Dosagem de monoaminas para quantificacdo de serotonina e dopamina

A quantificacdo dos niveis de catecolaminas foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) com detecgéo eletroquimica, utilizando um sistema Alliance Waters®.
As amostras de tecido foram previamente homogeneizadas em acido perclérico (HCIO4 a 1%)
por cerca de 30 segundos, e, em seguida, o0 homogenato foi transferido para tubos Eppendorf®
de 2 mL e submetido a centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos, em centrifuga refrigerada
a 4 °C. Apos a centrifugacdo, 20 pL do sobrenadante foram coletados e injetados no sistema
cromatografico para analise. A separagdo das amostras foi conduzida em coluna Symmetry®
C18 (150 mm x 4,6 mm; tamanho de particula de 5 um, WATERS®). A fase mdvel consistiu
em tampao de &cido citrico 50 mM (pH 3,5), suplementado com acido heptanossulfénico sodico
(0,69 M) como agente de pareamento i6nico, EDTA (0,1 mM), KCI (2 mM), acetonitrila (2,1%
v/v) e metanol (9,4% v/v). A dopamina (DA) e a serotonina (5-HT) foram detectadas por meio
de detector amperométrico, conforme descrito previamente na literatura (Cheng et al., 1993;
Benedetto et al., 2014).

4.3.6 Analises das dissacaridases intestinais

A anélise da atividade das enzimas intestinais foi realizada a partir da remocéo do
intestino delgado. O jejuno removido foi lavado com solucdo de NaCl a 0,9% e cortado em
pequenos pedacos (2 cm). Em seguida, os tecidos foram homogeneizados, centrifugados e uma
aliquota foi reservada para a dosagem de proteinas totais. O homogenato foi incubado a 37 °C
por 10 minutos em solucdo tampé&o de maleato (pH 6,0) com os substratos: maltose, sacarose e
lactose na concentragdo de 0,11 M. As atividades das enzimas maltase, sacarase e lactase foram
determinadas pelo método de glicose oxidase (meétodo colorimétrico) e lido em

espectrofotdbmetro a 500 nm. A atividade especifica foi definida como atividade enzimatica (U)
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por mg de proteina (correspondente a quantidade de enzima que catalisa 1 micromol por

minuto). A concentracao total de proteinas foi determinada pelo método de Lowry (1951).

4.3.7 Analise dos dados e testes estatisticos

Para a analise estatistica, os dados foram expressos como média + erro padrédo da
média (EPM). Considerando que o delineamento experimental envolveu filhotes provenientes
de diferentes matrizes, adotou-se um modelo estatistico que controla o efeito de ninhada. Assim,
para 0s dados paramétricos, empregou-se uma ANOVA nested (Analise de Variancia
Hierarquica), na qual os individuos estdo aninhados (nested) dentro de cada matriz, e as
matrizes estdo distribuidas nos quatro grupos experimentais. Quando identificadas diferencas
significativas, aplicou-se o teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia adotado em todas
as analises foi p < 0,05. As analises foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism,

versao 9.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Estudo in silico
5.1.1 Alvos moleculares do honokiol

Os alvos previstos para o honokiol foram monoamina oxidase A (MAOA),
monoamina oxidase B (MAOB), proteina quinase 1 (AKT1), Canal de Potassio Regulavel por
Voltagem, Subfamilia B, Membro 1 e Proteina Semelhante ao Receptor Acessorio da

Interleucina-1, Tipo 1.

Figura 7 - Alvos moleculares do honokiol.

Degrada monoaminas como
serotonina e noradrenalina
(Bortolato; Chen; Shih,
2008)

Sobrevivéncia neuronal,
plasticidade e metabolismo
(Brunet; Datta; Greenberg,

2001)

Degrada preferencialmente

(Shih; Chen; Ridd, 1999)

Formagéo e organizagio de Repolarizacdo neuronal e
sinapses excitatorias controle da excitabilidade

(Valnegri ef al., 2011) (Zheng; Chen, 2024)

Fonte: Adaptado por Brunet, Datta e Greenberg (2001); Bortolato, Chen e Shih (2008); Shih, Chen e Ridd
(1999); Valnegri et al. (2011); e Zheng e Chen (2024).

5.1.2 Analise de interacdes proteina-proteina e vias funcionais

A anélise da rede de interacdo proteina—proteina (PPI) revelou diferentes modulos
funcionais centrados nos alvos MAOA, MAOB, AKT1, ILIRAPL1 e KCNBL1, evidenciando a
insercdo dessas proteinas em vias bioldgicas distintas, porém complementares.

As proteinas A (MAOA) e B (MAOB) demonstram redes altamente interconectadas
envolvendo enzimas-chave do metabolismo das monoaminas, como COMT, DDC, DBH,
ALDH2 e CYP2D6, apresentando altos escores de confianca, indicando forte integracdo
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funcional (Figura 8A).

A rede de interacOes centrada na proteina AKT1 evidenciou forte associagdo com
componentes-chave da via PI3K/AKT/mTOR, incluindo PIK3CA, MTOR, PDPK1 e PHLPP1,
0s quais apresentaram interacOes de alta confianga, indicando uma organizacdo funcional
altamente conservada e biologicamente relevante entre esses alvos (Figura 8B).

As interacdes centradas na proteina ILIRAPL1 apresentam envolvimento com
proteinas relacionadas a organizacgéo sinaptica e a sinalizacao inflamatéria/neural, como DLG4,
MAPKS8 e PTPRD, apresentaram intera¢des de alta confianca (Figura 8C).

A rede de interacdes da KCNBL1, envolvendo principalmente canais de potéssio
voltagem-dependentes, como KCNB2, KCNA2, KCNS3, KCNAB1, KCNAB2 e KCNG4

apresentararm interacdes de alta confianca (Figura 8D).

Figura 8 — Interacdo proteina-proteina (PPI), KEGG e Ontologia Génica (GO: Biological

Process).

IL1F10

Confianga nas cordas
(O Bgaixo (0,150) (— Aito (0,700)
e_e Médio (0,400) e_e Mais alto (0,900)

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Rede de interagdo dos alvos moleculares selecionados. As redes foram geradas usando o STRING e
visualizadas no Cytoscape, e KEGG e Ontologia Génica (GO: Biological Process) foram obtidos na plataforma
STRING.
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5.1.3 Anélise de interacdes proteina-proteina e vias funcionais

A MAOA e MAOB evidenciam o enriquecimento de processos biologicos
diretamente relacionados ao metabolismo de aminas biogénicas e catecolaminas, incluindo
metabolismo de dopamina, noradrenalina e outros neurotransmissores monoaminérgicos.
Observa-se também a participagdo em processos catabolicos de neurotransmissores e
compostos nitrogenados, indicando forte envolvimento dessas enzimas na regulacdo da
neurotransmissao e da homeostase neuroguimica. O baixo valor de FDR associado aos termos
reforca a robustez estatistica da associacdo desses genes com vias metabdlicas criticas do
sistema nervoso central, especialmente aquelas relacionadas ao controle do humor,
comportamento e resposta ao estresse (Figura 9A-B).

O enriquecimento de processos ligados a AKT1 envolve a sinalizacdo intracelular,
resposta a estimulos externos e regulacdo da sobrevivéncia celular. Destacam-se vias
relacionadas a resposta a estresse oxidativo, regulacdo de quinases proteicas e homeostase
metabdlica. No enriquecimento por vias KEGG, observa-se associacdo com a via PI3K-Akt,
longevidade celular, resisténcia a insulina e senescéncia celular, confirmando o papel central
do AKT1 como um no regulador de sobrevivéncia, metabolismo e plasticidade celular (Figura
9C-D).

A IL1RAPLL1 esta associada a processos de adesdo sinaptica, organizacdo da
sinapse e montagem pré e pos-sinaptica. Ha enriquecimento significativo em termos
relacionados a organizacdo da densidade pés-sinaptica e regulacdo da montagem da sinapse,
evidenciando seu papel estrutural e funcional na formagdo e manutencdo de circuitos neurais
(Figura 9E).

O enriquecimento de processos da KCNB1 esta relacionado a homogeneizacao
proteica, regulacdo do transporte transmembrana e exportacdo de ions potassio pela membrana
plasmatica. Além disso, observa-se associacdo com regulacdo de secre¢do de catecolaminas,
organizacdo de complexos proteicos e localizacdo de organelas na membrana (Figura 9F). As

proteinas KCNBL1 e ILIRAPL1, ndo possuiam o enriquecimento das vias KEGG.



Figura 9 - KEGG e Ontologia Génica (GO: Biological Process).
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Legenda: Rede de interagdo dos alvos moleculares selecionados KEGG e Ontologia Génica (GO: Biological

Process) foram obtidos na plataforma STRINg.
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5.1.4 Predicéo de farmacocinética e toxicidade in silico

A predicdo in silico do perfil farmacocinético do honokiol indica boa absor¢édo
intestinal. Além disso, ndo é inibido pela P-glicoproteina (I e I1). No que se refere a distribuicdo,
o0 honokiol apresentou baixa ligacdo a proteinas plasméticas. A fragdo nédo ligada ao plasma
também foi classificada como excelente. O volume de distribuicdo encontra-se fora do intervalo
de referéncia ideal. Quanto a metaboliszacdo, o honokiol demonstrou potencial de interacédo
metabdlica, com predicdo positiva para as isoenzimas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e
CYP3A4, indicando que o composto pode sofrer metabolismo hepatico. Nao foi observada
interacdo com a CYP2D6. Em relacdo a excre¢do, o honokiol apresentou depuracdo plasmatica
moderada. O tempo de meia-vida foi classificado como curto (Tabela 2).

No perfil de toxicidade, o honokiol foi classificado como inativo para
hepatotoxicidade, neurotoxicidade, nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e toxicidade respiratoria,
sugerindo baixo risco toxicologico sistémico. A DLso predita foi de 1649 mg/kg, enquadrando
0 composto na Classe IV de toxicidade, caracterizada por toxicidade moderada, compativel com

substancias de uso potencialmente seguro em doses terapéuticas (Tabela 2).

Tabela 2 — Predicio da atividade farmacocinética e toxicidade do honokiol ¢,

(Continua)
Propriedades farmacocinéticas Honokiol Valores de referéncia
Absorc¢ao
i i o > 30% bem absorvido
Absorcao intestinal (%) 92,564 < 30% mal absorvido
Inibidor P-glycoprotein | Né&o Né&o
Inibidor P-glycoprotein 11 Néo Néo
Distribuicdo
N . L <90%: excelente
0 <
Ligacéo a proteinas plasmaticas (%) 37.6 > 90%: ruim
Volume de distribuicdo (L/kg) -0.528 20 excglen_te;
Fora do intervalo: ruim
N > 5%: excelente
0,
Fracdo ndo ligada ao plasma (FU%) 55.1 < 5%: ruim
Metabolismo
CYP1A2 Sim Né&o
CYP2C19 Sim Né&o
CYP2C9 Sim Né&o
CYP2D6 Né&o Né&o
CYP3A4 Sim Né&o
Excrecéo

Liberagdo total log (ml/min/kg) 0333 e
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Tabela 2 — Predicio da atividade farmacocinética e toxicidade do honokiol ¢,

(Concluséo)

Propriedades farmacocinéticas | Honokiol | Valores de referéncia
Excrecédo
>15 alta
Depuragéo de plasma (CL, ml/min/kg) 13,722 5-15 moderada
< 5 baixa
ultracurta: < 1h
Tempo de meia vida (T%, horas) 1,054 . SUTED A=
' ’ curta/ intermediaria: 4-8 h
longa: >8 h
Toxicidade
Hepatotoxiciadade Inativo Inativo
Neurotoxicidade Inativo Inativo
Nefrotoxicidade Inativo Inativo
Cardiotoxicidade Inativo Inativo
Toxicidade respiratdria Inativo Inativo
Predicdo da DL 50% (Mg/Kg) 1649 e
Classe I:
LDso <5 mg/kg
Classe II:
LDso entre 5 e 50 mg/kg
Classe Il1:
Predicdo classe de toxicidade Classe 4 L5 G S @Il mg/k%’
Classe IV:
LDso entre 300 e 2000 mg/kg
Classe V:
LDso entre 2000 e 5000 mg/kg
Classe VI:
LDso > 5000 mg/kg

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: O cédigo SMILE do honokiol foi submetido as plataformas de predi¢cdo pkCSM e ADMET Iab 3.0 para
avaliar as propriedades farmacoldgicas. 2Pires; Blundell e Ascher (2015); °Fu et al. (2024), e para a toxicidade
foi submetido a plataforma ProTOX3.0; °Banerjee et al. (2024).

5.1.5 Validacao de proteinas e acoplamento molecular do honokiol com alvos selecionados

Paraa MAOA, hé estrutura disponivel tanto para Homo sapiens (2Z5X) quanto para
Rattus norvegicus (1LO5W). Em relacdo & MAOB, existe estrutura resolvida apenas para
humanos (10JJ). Para a proteina AKT1, observa-se a disponibilidade de estrutura apenas para
Homo sapiens (30CB). Ja a proteina KCNB1 apresenta estrsduturas disponiveis para ambas as
espécies, com o0s codigos 7RES para humanos e 8SD3 para ratos. A proteina ILLRAPL1 possui
estrutura disponivel apenas para Homo sapiens (4M92). As proteinas MAOB, AKTL1 e
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ILIRAPL1 de Rattus norvegicus ndo possuem estrurua experimental, sendo necessario
modelar.

A validacéo estrutural do modelo da MAOB indicou elevada confiabilidade local e
global, com a maioria dos residuos apresentando escores proximos ou superiores a zero e
valores de similaridade estrutural predominantemente entre 0,85 e 1,0. A analise global pelo
indice QMEAN demonstrou pardmetros satisfatérios (QMEAN = 0,42; CB = —0,40; all-atom =
0,38; solvatacao = 0,49; tor¢do = 0,31), confirmando a boa coeréncia geométrica, energética e
conformacional do modelo. O gréfico de Ramachandran revelou que 93,6% dos residuos
encontram-se em regides mais favoraveis e 4,9% em regides adicionalmente permitidas, com
apenas uma fracdo minima em regides desfavoraveis. Adicionalmente, a comparagdo com
estruturas experimentais do PDB ndo redundante mostrou Z-score normalizado inferior a 1,
posicionando o modelo dentro da distribuicdo de estruturas resolvidas experimentalmente, o
que reforga sua robustez e adequacdo para estudos posteriores de docking molecular e

interacOes farmaco-alvo (Figura 10).

Figura 10 - Validagéo da proteina MAOB de Rattus norvegicus.
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Legenda: Avaliacao utilizando o Verify3D demonstrando a qualidade do dobramento local em relagdo ao ambiente
estrutural esperado para cada residuo; (B) Validagao estrutural com pontuacdo QMEANDiIsCo Local gerada pela
plataforma SwissModel; (C) Validagéo estrutural com pontuagdo Z QMEAN gerada pela plataforma SwissModel;
(D) Avaliacéo da qualidade estereoquimica por meio de gréficos de Ramachandran; (E) Validag&o estrutural com
pontuacdo QMEAN4 normalizada gerada pela plataforma SwissModel.

A validagédo estrutural da AKT1 indicou elevada confiabilidade tanto local quanto

global, com a maior parte dos residuos exibindo escores positivos ou proximos de zero, além
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de padrbes de similaridade estrutural predominantemente elevados ao longo da cadeia. A
anélise global pelo indice QMEAN revelou parametros consistentes (QMEAN = —1,82; Cp =
—0,73; all-atom = —0,23; solvatagdo = —0,18; torcao = —1,72). O grafico de Ramachandran
mostrou que mais de 95% dos residuos estdo posicionados nas regibes mais favoraveis e
adicionalmente permitidas, com apenas uma proporcdo minima em regides desfavoraveis,
indicando boa estereoquimica do modelo. Complementarmente, a compara¢do com o conjunto
ndo redundante de estruturas do PDB exibiu Z-score normalizado inferior a 1, situando o
modelo dentro da distribuicdo esperada para proteinas resolvidas experimentalmente (Figura
11).

Figura 11 - Validacao da proteina AKT1 de Rattus norvegicus.
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Legenda: (A) Avaliagdo utilizando o Verify3D demonstrando a qualidade do dobramento local em relagdo ao
ambiente estrutural esperado para cada residuo; (B) Validagdo estrutural com pontuagdo QMEANDiIsCo Local
gerada pela plataforma SwissModel; (C) Validacéo estrutural com pontuacdo Z QMEAN gerada pela plataforma
SwissModel; (D) Avaliacdo da qualidade estereoquimica por meio de gréficos de Ramachandran; (E) Validacao
estrutural com pontuacdo QMEAN4 normalizada gerada pela plataforma SwissModel.

A validacao estrutural do modelo indicou elevada confiabilidade local e global, com

a maior parte dos residuos apresentando escores dentro da faixa aceitavel, evidenciada pela
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variacdo da qualidade local entre aproximadamente —0,5 e 0,5 e pela distribuicdo homogénea
dos escores individuais ao longo da cadeia. A similaridade estrutural local também se mostrou
consistente, com valores predominantemente superiores a 0,7-0,8, indicando boa
correspondéncia do modelo com estruturas de referéncia. A avaliacdo global pelo indice
QMEAN demonstrou parametros satisfatorios (QMEAN = —1,00; Cp = 0,75; all-atom =~ —0,16;
solvatac¢do =~ —0,07; tor¢do =~ —1,16), refletindo boa qualidade estereoquimica e fisico-quimica
do modelo. O grafico de Ramachandran revelou que 81,0% dos residuos estdo posicionados nas
regibes mais favorecidas e 12,6% em regides adicionalmente permitidas, com apenas 3,4%
localizados em regides ndo permitidas, indicando geometria conformacional adequada. Por fim,
a comparacdo do modelo com o conjunto ndo redundante de estruturas do PDB evidenciou que
o valor normalizado do QMEAN se encontra dentro da distribui¢do esperada para proteinas

resolvidas experimentalmente (Figura 12).

Figura 12 - Validacdo da proteina ILLRAPL1 de Rattus norvegicus.
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and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
15 . . . . .

1.0-

M

Normalized QMEAN4 Score

|Z-score|=>2 l<|Z-score|<2 e|Z-score|<1l Jkrmodel

0.0 100 200 300 400 500

Protein Size (Residues)
Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: (A) Avaliacdo utilizando o Verify3D demonstrando a qualidade do dobramento local em relagdo ao
ambiente estrutural esperado para cada residuo; (B) Validagdo estrutural com pontuagdo QMEANDiIsCo Local
gerada pela plataforma SwissModel; (C) Validacao estrutural com pontuacdo Z QMEAN gerada pela plataforma
SwissModel; (D) Avaliacdo da qualidade estereoquimica por meio de graficos de Ramachandran; (E) Validagao

estrutural com pontuacdo QMEAN4 normalizada gerada pela plataforma SwissModel.

Os resultados do docking molecular entre o ligante e a enzima MAOA (Monoamina
Oxidase A) de Homo sapiens, evidenciando a conformacdo de ligagdo em quatro sitios ativo.
Trés poses principais de ligacdo foram destacadas, com energias de ligagdo variando de —6,5 a
—7,3 kcal/mol. A melhor conformagéo apresentou AG = —7,3 kcal/mol, correspondendo a um
Ki de 4,4 x 10°° M. As outras duas conformagdes exibiram AG = —6,7 kcal/mol (Ki = 1,21 x
105 M) e AG = —6,5 kcal/mol (Ki = 1,7 x 10~ M). As intera¢cdes mostram que a estabilidade
do complexo é sustentada por uma combinacdo de ligacGes de hidrogénio convencionais e de
carbono, intera¢des de van der Waals, além de interagdes hidrofobicas do tipo n—n empilhadas,
n—n em T, n—anion, mw—alquil e alquil. Entre os residuos mais relevantes envolvidos no
reconhecimento molecular destacam-se TYR121, PHE112, GLU492, HIS458 (Figura 13A).

Os resultados do docking molecular do ligante com a enzima MAOA de Rattus
norvegicus, evidenciando diferentes poses de ligagdo no sitio ativo. As melhores poses
apresentaram valores de AG variando entre —5,9 ¢ —7,0 kcal/mol, com Ki entre 1,0 x 105 e 5,7
x 107> M. A conformacédo mais estavel foi aquela com AG = —7,0 kcal/mol ¢ Ki = 1,21 x 10*
M. As representacdes bidimensionais das interagcbes mostram que a estabilidade do complexo
é sustentada principalmente por interagdes hidrofobicas do tipo n—n empilhadas, - em T, n—
anion, m—alquil e alquil, além de interacBes de van der Waals. Entre os residuos mais
frequentemente envolvidos no reconhecimento molecular destacam-se TYR386, PHE314,
TYR310, LYS311, GLU312, GLN884 e VAL390 (Figura 13B).



Figura 13 - Andlise de acoplamento molecular e perfil de interacdo - MAOA.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Estrutura da MAOA de Homo sapiens e Rattus norvegicus predita e modo de
ligagdo honokiol usando o software AutoDock Vina 1.5.7. A estrutura planar foi gerado
pelo software Discovery, enquanto a estrutura 3D foi preparada com software Pymol,
respectivamente. A afinidade de ligagdo (AG, kcal/mol) e coeficiente de inibigdo (Ki)
para cada complexo ligante-proteina. (A) e (B) Visualizagdo tridimensional das melhores
poses de acoplamento de cada ligante no sitio ativo da proteina, obtidas usando o PyMOL,
destacando a orientacdo dos compostos dentro da cavidade de ligagdo e os tipos de ligagdo
entre os residuos de aminoacidos e os &tomos do ligante.
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Os resultados do docking molecular do ligante com a enzima MAOB (Homo
sapiens) observa-se que o ligante se acomoda de forma estavel na regido catalitica da MAOB,
apresentou AG = —8,6 kcal/mol e Ki = 4,9 x 10¢ M, indicando alta afinidade pelo alvo
molecular. A segunda pose também foi energeticamente favoravel, com AG = —7,0 kcal/mol e
Ki= 7,3 x 10° M. A estabilidade do complexo é sustentada por uma combinacao de ligacdes
de hidrogénio convencionais e de carbono, interacGes de van der Waals, além de interacdes
hidrofébicas do tipo n—n empilhadas, T—anion, alquil e n—alquil. Entre os principais residuos
envolvidos na ancoragem do ligante ao sitio ativo destacam-se PHE103, TYR112, GLU483,
ASP123, TRP478, THR195, THR196, ARG120, ARG 484 e THR479 (Figura 14A).

Os resultados do docking molecular do ligante com a enzima MAOB de Rattus
norvegicus, evidenciando duas conformaces principais de ligacdo no sitio catalitico, com seus
respectivos valores de energia livre de ligagdo (AG), constantes de inibicdo (Ki). A
conformacdo mais estavel energeticamente apresentou AG = —8,2 kcal/mol ¢ Ki =9,7 x 107
M, indicando alta afinidade do ligante pela MAOB murina. A segunda pose também foi
favoravel, com AG = —6,7 kcal/mol ¢ Ki = 1,21 x 105 M. As analises das interagdes 2D
demonstram que a estabilidade do complexo é sustentada por uma combinacéo de interagcdes
de van der Waals, liga¢des de hidrogénio convencionais, interagdes n—n empilhadas, -—tem T,
n—anion, alquil e m—alquil. Também foi identificada uma interacdo desfavoravel do tipo
aceptor—aceptor. Entre os residuos mais relevantes envolvidos na ancoragem destacam-se
GLU483, ASP123, TRP119, TYR112, PHE103, THR195, THR196, ILE199, ASNA479,
PRO102 e TYR115 (Figura 14B).



Figura 14 - Andlise de acoplamento molecular e perfil de interacdo - MAOB.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Estrutura da MAOB de Homo sapiens e Rattus norvegicus predita e modo de ligacao
honokiol usando o software AutoDock Vina 1.5.7. A estrutura planar foi gerado pelo software
Discovery, enquanto a estrutura 3D foi preparada com software Pymol, respectivamente. A
afinidade de ligagdo (AG, kcal/mol) e coeficiente de inibi¢do (Ki) para cada complexo ligante-
proteina. (A) e (B) Visualizagdo tridimensional das melhores poses de acoplamento de cada
ligante no sitio ativo da proteina, obtidas usando o PyMOL, destacando a orientacdo dos

compostos dentro da cavidade de ligagdo e os tipos de ligagao entre os residuos de aminoacidos
e 0s atomos do ligante.
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O ligante apresentou energia livre de ligagdo AG = —7,7 kcal/mol e constante de
inibigdo Ki~ 2,2 x 10° M, indicando boa afinidade e estabilidade do complexo ligante—AKT1.
A estabilidade do complexo é sustentada principalmente por ligacbes de hidrogénio
convencionais e intera¢fes de van der Waals, além de contribui¢des de interacGes hidrofobicas
do tipo alquil e m—alquil. Entre os residuos envolvidos na ancoragem do ligante destacam-se
LYS156, LYS158, GLY159, PHE161, VAL164, LEU181, MET235, ILE234 e GLU234
(Figura 15A).

A interacdo do ligante no sitio ativo da AKT1 de Rattus norvegicus apresentou
energia de ligacdo favoravel (AG = -8,6 kcal/mol) e uma constante inibitoria estimada de Ki =~
4,9 x 107 M. O ligante estabeleceu um conjunto de interagcfes estabilizadoras, incluindo do
tipo van der Waals, n—n, alquil e m-alquil com residuos como ASP292, ILE290, THR211,
THR82, ASN54, VAL271, ARG273, LEU264, ILE280, SER205, THR80, VAL270, TYR272
e THR80 (Figura 15B).

Figura 15 - Analise de acoplamento molecular e perfil de interagdo — AKTL.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Estrutura da AKT1 de Homo sapiens e Rattus norvegicus predita e modo de ligagdo honokiol
usando o software AutoDock Vina 1.5.7. A estrutura planar foi gerado pelo software Discovery,
enquanto a estrutura 3D foi preparada com software Pymol, respectivamente. A afinidade de ligacao
(AG, kcal/mol) e coeficiente de inibicdo (Ki) para cada complexo ligante-proteina. (A) e (B)
Visualizagdo tridimensional das melhores poses de acoplamento de cada ligante no sitio ativo da
proteina, obtidas usando o PyMOL, destacando a orientacdo dos compostos dentro da cavidade de
ligacéo e os tipos de ligagdo entre os residuos de aminodcidos e os 4tomos do ligante.

As interacGes moleculares entre o ligante e a proteina ILLRAPL1 de Homo sapiens,
mostra dois sitios de ancoragem avaliada cada ampliada a esquerda e a direita. No primeiro
sitio (a esquerda), o ligante estabeleceu interagdes do tipo van der Waals, ligacdo de hidrogénio
convencional. A energia de ligacdo calculada para esse modo foi AG = —6,1 kcal/mol, com
constante inibitdria estimada de Ki ~ 3,3 x 10~ M. No segundo sitio (a direita), o ligante exibiu
um padrdo semelhante de intera¢cdes hidrofébicas, incluindo van der Waals, alkyl, w-alkyl e z-
anion, envolvendo residuos como os aminoacidos envolvidos incluem GLU431, ASN410,
ARG429, TRP419, GLN421, GLU425 e LEU451. No segundo sitio, o ligante estabelece
contatos com PHES51, LY S544, LYS538, ILE537, HIS540, LYS553, ILE383 e ARG554. Esse
modo de interacdo apresentou energia de ligacdo de AG = -5,5 kcal/mol, resultando em Ki =
9,2 x 10° M (Figura 16A).

A analise de ancoragem molecular do ligante em diferentes regides da proteina
ILIRAPL1 de Rattus norvegicus. A estrutura tridimensional da proteina, destaca trés cavidades
potenciais de interacdo. No primeiro sitio de interacdo (acima), o ligante estabeleceu
predominantemente interacdes hidrofobicas, incluindo contatos van der Waals, n-sigma e n-
alkyl com residuos como LYS550, LY S544, HIS540, ILE383, LYS553 e ARG554. Esse modo
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de ligacdo apresentou energia de interagdo de AG = —6,1 kcal/mol e constante inibitdria
estimada de Ki = 3,3 x 10~ M.

No segundo sitio (& esquerda), observou-se um conjunto de interacdes hidrofdbicas
mais distribuidas, com destaque para contatos van der Waals, n-alkyl e empilhamento amide—
n stacked envolvendo residuos como ARG429, ASN410, GLU432, LEU451 e GLN421. A
energia obtida para esse modo foi AG =-6,2 kcal/mol, com Ki~= 2,8 x 10~ M. No terceiro sitio
(a direita), o ligante exibiu novamente interacGes hidrofobicas variadas, incluindo Van der
Waals, alkyl e m-alkyl, envolvendo residuos como PHE511, MET520, LEU523, ILE522,
GLY519 e HIS518. Este modo de interacdo apresentou 0s melhores valores entre os trés sitios
avaliados, com energia de ligacdo de AG = —6,5 kcal/mol e constante inibitoria estimada de Ki
~ 1,7 x 10> M (Figura 16B).

Figura 16 - Analise de acoplamento molecular e perfil de interacdo - ILIRAPL1.

. A
i
A3 e
104 :?u u7
s s
A4 A:37
PHE ,'A .
%) &s 3 i ~ \ Aiie
i A
'B L -
AG=-6.1 (kcal/mol) L f ~ -
Ki=3,3x10° M ) :
‘¢< AG= 5.5 (kcalimol) e
: Ki=9,2x10° M AA “
ILIRAPL1 el
(Homo sapiens)
INTERAGOES
"] van der waals Bl F-anion
I_ Conventional Hydrogen Bond [ | Alkyl

B unfavorable Acceptor-Acceptor ] pralky



73

D
Lys 540
550

&L
8¢

nE >
383 hee

AG=-6.1 (keal/mol)
Kiz3,3%10° M

£3
3

a2

e

AG=-62 (kealimol) &

e "

Kiz2,8x10™ M - =
ILIRAPLI "

(Rattus norvegicus)

. DG=-6.5 (kcalimol)
. . Kix1,7x10° M
INTERAGOES
— ] aky

A-Ald

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Estrutura da ILARAPL1 de Homo sapiens e Rattus norvegicus predita e modo de ligacdo honokiol usando
o software AutoDock Vina 1.5.7. A estrutura planar foi gerado pelo software Discovery, enquanto a estrutura 3D
foi preparada com software Pymol, respectivamente. A afinidade de ligacdo (AG, kcal/mol) e coeficiente de
inibicdo (Ki) para cada complexo ligante-proteina. (A) e (B) Visualizagdo tridimensional das melhores poses de
acoplamento de cada ligante no sitio ativo da proteina, obtidas usando o PyMOL, destacando a orientacdo dos
compostos dentro da cavidade de ligacdo e os tipos de ligacdo entre os residuos de aminoacidos e os atomos do
ligante.

Os resultados da docagem molecular do composto analisado com o0 KCNB1 (Homo
sapiens). O composto estabelece interacdes do tipo van der Waals, Pi-Sigma e Pi-Alkyl com
diversos residuos, incluindo ARG51, PRO53, ARG54, THR55, GLY102, PHE98, GLY123,
ILE124, LEU52 e TYR128. O complexo apresentou energia de ligagdo AG = —6,7 kcal/mol,
indicando afinidade favoravel, com um valor estimado de Ki~ 1,21 x 105 M (Figura 17A).

A andlise de ancoragem molecular do ligante em diferentes regiGes da proteina
KCBNL1 de Rattus norvegicus. O composto estabelece interagdes do tipo van der Waals com
multiplos aminoacidos incluindo ARG51, PRO53, ARG54, THR55, GLY102, PHE9S,
GLY123, ILE124, LEU52 e TYR128. Além disso, ocorrem intera¢des Pi-Sigma e Pi-Alkyl. O
complexo apresentou energia de ligagdo AG = —7,1 kcal/mol, indicando afinidade favoravel,

com um valor estimado de Ki= 6,3 x 10°M (Figura 17B).
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Figura 17 - Andlise de acoplamento molecular e perfil de interacdo — KCNBL.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Estrutura da KCNB1 de Homo sapiens e Rattus norvegicus predita e modo de ligacdo honokiol usando
o software AutoDock Vina 1.5.7. A estrutura planar foi gerado pelo software Discovery, enquanto a estrutura 3D
foi preparada com software Pymol, respectivamente. A afinidade de ligacdo (AG, kcal/mol) e coeficiente de
inibicdo (Ki) para cada complexo ligante-proteina. (A) e (B) Visualizagdo tridimensional das melhores poses de
acoplamento de cada ligante no sitio ativo da proteina, obtidas usando o PyMOL, destacando a orientacdo dos
compostos dentro da cavidade de ligacéo e os tipos de ligagdo entre os residuos de aminoacidos e os atomos do
ligante.

5.1.6 Similaridade estrutural das proteinas entre espécie Rattus norvegicus e Homo sapiens

O alinhamento estrutural entre as proteinas de Homo sapiens e Rattus norvegicus
demonstrou elevados niveis de conservacdao para MAOA, MAOB e AKT1. Para MAOA,

observou-se 89% de residuos idénticos e 95% positivos, com RMSD = 0,440 A, indicando alta
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similaridade estrutural entre as espécies. Resultado semelhante foi encontrado para MAOB,
com 89% de identidade, 95% de positividade e RMSD = 0,216 A, confirmando forte
conservacao conformacional. Para AKT1, a conservacéo foi ainda mais expressiva, com 99%
de identidade, 98% de positividade e RMSD = 0,806 A, evidenciando quase sobreposicao total
das estruturas. Em contraste, para KCNB1 e IL1IRAP L1 ndo foi observada similaridade
significativa, com valores elevados de RMSD (4,354 A e 11,928 A, respectivamente) e auséncia

de identidade estrutural relevante (Figura 18).

Figura 18 - Alinhamento de sequéncia e superposi¢do estrutural entre

proteinas de Homo sapiens e Rattus norvegicus.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: As porcentagens de identidade e positividade foram avaliadas por BLASTp da
sequéncia de nucleotideos do alvo. A comparacdo da estrutura tridimensional foi realizada
usando o comando align no software PyMOL. Alinhamento das proteinas (A) MAOA, (B)
MAOB, (C) AKT1, (D) KCNB1 e (E) ILIRAPLI.

RMSD=11.928

5.2 Estudo in vivo

5.2.1 Efeito do honokiol sobre a avaliacdo da atividade exploratéria e comportamento
estereotipado - Teste do Campo Aberto

Ao avaliar o parametro de movimentacdo espontanea, as fémeas do grupo
VPA+HK apresentaram redugdo de aproximadamente 45,4% no ndmero de cruzamentos em
relacdo ao grupo VPA (VPA+HK: 43; 31,5; 39,75 + 5,00; 6,20; 1,43 vs. VPA: 56,8; 59,4; 72,75
+ 4,81; 2,82; 5,15) [F(3,8)=6,805] (Figura 19D). Para os demais parametros avaliados, ndo

foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito do honokiol sobre a atividade exploratéria.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A avaliacho da atividade locomotora e padrdo de ansiedade dos animais foram utilizados o teste
comportamental “Campo Aberto. Os pardmetros observados foram: nimero de cruzamentos com as quatros patas
(movimentacdo espontanea), nimero de comportamentos de autolimpeza (grooming) e nimero de elevagdes sobre
duas patas (rearing). (A) CA - Numero de cruzamento macho; (B) CA - Auto limpeza macho; (C) CA - Elevacao
macho; (D) CA - Numero de cruzamento fémeas; (E) CA - Auto limpeza fémeas; (F) CA - Elevacdo fémeas. Média
+ EPM. (C, n = 13; HK, n = 12; VPA, n = 19; VPA+HK, n = 13). Nested teste ANOVA, pos-teste Tukey. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

5.2.2 Efeito do honokiol sobre a avaliacdo do comportamento tipo ansioso

Ao investigar o efeito do honokiol sobre 0 comportamento ansioso dos animais, foi
constado que os animais femeas do grupo VPA apresentaram menos comportamento ansioso e
maior comportamento de impulsividade. VPA+HK reduziu em 57,6% (VPA+HK: 1; 1,6; 2,7 +
0,56; 0,93; 0,33 vs VPA: 4,6; 3,7; 4,2 + 0,88; 0,33; 0,49) o numero de entradas no brago aberto
quando comparado ao grupo VPA (Figura 20G) [F (3/8) = 7,639]. Quando avaliado os demais

parametros ndo houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados (Figura 20).
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Figura 20 - Efeito do honokiol sobre a avaliagdo de comportamento ansioso.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A avaliagéo do comportamento ansioso, foi utilizado o teste de labirinto em cruz elevado (LCE), os ratos
foram postos no centro da estrutura “cruzada (A) Tempo braco aberto (machos); (B) Tempo brago fechado
(machos); (C) N. entrada braco aberto (machos); (D) N. entrada braco fechado (machos); (E) Tempo braco aberto
(fémeas); (F) Tempo braco fechado (fémeas); (G) N. entrada braco aberto (fémeas); (H) N. entrada braco fechado
(fémeas). Média + EPM. (C, n = 17; HK, n = 15; VPA, n = 19; VPA+HK, n =1 3). Nested teste ANOVA, pods-
teste tukey. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

o
(=]

N. de entradas no brago fechado

5.2.3 Efeito do honokiol sobre a interacéo social dos animais

Ao avaliar a interagdo social entre os animais, foi observado que a prole dos animais

tratados com honokiol ndo apresentou diferenca estatistica quando avaliados os demais



paramentros entre os demais grupos (Figura 21).

Figura 21 - Efeito do honokiol sobre a avaliacdo da capacidade de interacao.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: O teste de Interagdo Social € um modelo experimental empregado para investigar alteracdes
comportamentais em animais associadas a disturbios psiquiatricos. Os ratos filhotes ficaram 5 minutos explorando
o aparelho, sendo avaliados quanto ao tempo de permanéncia explorando o compartimento com animal e sem
animal, além do nimero de entradas nas cdmaras com e sem animal, como também o tempo no espaco neutro. (A)
Tempo com animal (machos); (B) Tempo com animal (fémeas); (C) Numero de entrada na cdmara com animal
(machos); (D) Nimero de entrada na camara com animal (fémeas); (E) Tempo sem animal (machos); (F) Tempo
sem animal (fémeas); (G) NUumero de entrada na cAmara sem animal (machos); (H) Ndmero de entrada na cdmara
sem animal (fémeas). Média £ EPM. (C, n=13; HK, n=12; VPA, n=19; VPA+HK, n=13). Nested teste ANOVA,
pos-teste tukey.*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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5.2.4 Efeito do honokiol sobre a memaria dos animais
Ao avaliar a avaliacdo da memoria entre os animais, foi observado que a prole dos
animais tratados com honokiol ndo apresentou diferenca estatistica quando avaliados os demais

grupos (Figura 22).

Figura 22 - Efeito do honokiol sobre avaliacdo de memoria.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A memodria de reconhecimento espacial dos ratos foi avaliada usando o teste do labirinto em Y. Os
animais foram na &rea central do labirinto em Y e permitiram a exploragao livre por 8min, seguido pelo registro
da sequéncia em entraram nos bracos do labirinto. Uma sequéncia correta foi definida como trés letras desiguais
em uma linha. (A) Porcentual de acertos machos; (B) Porcentual de acertos das fémeas. Média = EPM (C, n=13;
HK, n=12; VPA, n=19; VPA+HK, n=13). Nested teste ANOVA, p0s teste tukey.*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, ****p < 0.0001.

5.3 Estudo post mortem

5.3.1 Efeito do honokiol sobre os parametros de estresse oxidativo (MDA E GSH)

O honokiol reduziu os teores de MDA no cortex pré-frontal nos animais do grupo
VPA+HK em 40,7% (VPA+HK: 271,04; 178; 279 £ 0; 35,5; 95,3 vs VPA: 348,75; 397; 485,7
+ 38; 32,57; 21) [F (3/8) = 7,618], € no hipocampo reduziu em 42% (VPA+HK: 230,5; 249,1,
390,8 + 8,46;28,4;3,18 vs VPA: 511,8; 495,1; 507,1 + 42; 118,3; 31,9) [F (3/8) = 14,81] quando
comparado ao grupo VPA (Figura 23A-C). N&o houve direfenca estatistica entre as fémeas
guando avaliado os mesmaos tecidos cerebrais, e quando avaliado a presenca de MDA no ceco

ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito do honokiol sobre 0o MDA.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: As areas cerebrais (cortex pré-frontal e hipocampo) e o ceco das proles dos animais tratados com
honokiol ou salina foram coletados quando completaram 35 dias de vida. Foi realizada a dosagens de
malondialdeido (MDA), marcador de estresse oxidativo. (A) Cortex pré-frontal de machos; (B) cortex pré-frontal
de fémeas; (C) hipocampo de machos; (D) hipocampo de fémeas; (E) ceco dos machos; (F) ceco das fémeas.
Média + EPM (C, n=12; HK, n=11; VPA, n=13; VPA+HK, n=10). Nested teste ANOVA, pds teste tukey.*p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

O honokiol aumentou os teores de GSH no hipocampo em 94% (HK: 2483; 2392;
4312 + 0; 1040; 0 vs Controle: 1598; 1674; 1460 + 324,7; 155; 224,6) [F(3/8) = 0,3186] e
reduziu no cortex pré-frontal em 80% (HK: 450,6; 414,2; 359,8 + 11,64; 13,8; 0 vs Controle:
3200; 1496; 1479 £ 865,9; 209,6; 46,38) F(3/8) = 7,912] nos animais femeas quando comparado
ao grupo controle (Figura 24B-C). N&o havendo diferenca estatististica nos demais grupos
(Figura 24).
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Figura 24 - Efeito do honokiol sobre o GSH.

Cortex pre-frontal Machos Cortex pré-frontal - Fémeas
A B
5 4000+ (O Controle = 5000 O Controle
o HK =] HK
° 30004 * ® © 4000 ®
2 ® PA 2 @ PA
B 2000 . ® VPA-HK S 30004 * . @ VPATHK
[=] . . 2
‘9 3 2000
D80l £ il
I. o4 LLLLLL RunuhiiNg AL J': 1000 - ﬂ
n w
2] o m
-1000 94— —TT —TT —TT 01T ITI T I‘lll
Hipocampo - Fémeas
Hipocampo - Machos Wk
£33
C D ’—‘ .
. 5000+ O Controle = 5000 O Controle
3 b HK
3 40004 . © HK ‘S 4000 I ©
e @ “PA 2 @ PA
S 3000+ ® WAHK O 3000 @ VPAHK
= . ° g .
=2 g | :
E 2000 . . g 2000
- 10004 ﬁ |']] |£| i T~ 1000
w 7]
(L] (U]
oLl e L e | T-T-1
Ceco - Machos Ceco - Fémeas
5 5000 O Controle 5 5000+ O Controle
o HK o
© 40004 T © ] 4000 © K
2 @ VPA 2 @ VPA
s 3000 . 1| . - ® AHK S 30004 ® VPAHHK
o .
‘g i ! k1 2000
[*] - (2] -
g 200 H
T 1000 i - 1000 ﬂ
o w
(U] o
0 07— TT T

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: As areas cerebrais (cortex pré-frontal e hipocampo) e o ceco das proles dos animais tratados com
honokiol ou salina foram coletadas quando completaram 35 dias de vida. Foi realizada a dosagens de glutationa
reduzida (GSH), marcador de estresse oxidativo. (A) Cdrtex pré-frontal de machos; (B) cortex pré-frontal de
fémeas; (C) hipocampo de machos; (D) hipocampo de fémeas; (E) ceco dos machos; (F) ceco das fémeas. Média
+ EPM (C, n=12; HK, n=11; VPA, n=13; VPA+HK, n=10). Nested teste ANOVA, p0s teste tukey.*p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

5.3.2 Efeito do honokiol sobre a permeabilidade vascular

O honokiol reduziu os teores de proteinas totais no cortex pré-frontal nos animais
machos em 20,5% (VPA+HK: 55,7; 56,46; 54,73 + 2,57; 3,4; 0,46 vs VPA: 75,36; 64; 70,5 +
0,63; 0,95; 1,67) [F (3/8) = 10,04] e nas fémeas em 16,4% (VPA+HK: 67,54; 57,31; 57,83
1,4;0,7; 1,9 vs VPA: 73,27; 74,60; 69,21+ 0,9; 2,9; 3,33) [F (3/8) = 2,022] quando comparados
ao grupo VPA (Figura 25A-B). No hipocampo o honokiol reduziu os valores em 16%
(VPA+HK: 67,54; 57,3; 57,83 £ 1,4; 0,7; 1,9 vs VPA: 73,3; 74,6; 69,2 + 0,9; 2,9; 3,33) [F

(3/34) = 3,686] apenas nas fémeas (Figura 25D), ndo havendo diferenca estatistica quando
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avaliado o ceco (Figura 25E-F).

Figura 25 - Efeito do honokiol sobre proteinas totais.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: As areas cerebrais (cortex pré-frontal e hipocampo) e o ceco das proles dos animais tratados com
honokiol ou salina foram coletados quando completaram 35 dias de vida. Foi realizada a dosagens de proteinas
totais, marcador de permeabilidade vascular. (A) Cdrtex pré-frontal de machos; (B) cortex pré-frontal de fémeas;
(C) hipocampo de machos; (D) hipocampo de fémeas; (E) ceco dos machos; (F) ceco das fémeas. Média + EPM
(C, n=15; HK, n=10; VPA, n=14; VPA+HK, n=10). Nested teste ANOVA, p0s teste tukey. *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001, ****p < 0.0001.

5.3.3 Acéo do honokiol sobre neurotransmissores

O honokiol néo alterou os teores de dopamina nos animais tratados (Figura 26A-
B). Entretanto, quando avaliado os teores de serotonina o honokiol aumentou os teores em 77%
(HK: 220240, 226394, 235865 + 45880, 30251, 8761 vs Controle: 200955, 87067, 97176 +
9814,1721,4339) [F(3/8) = 14,83] em machos, 2,5X% (HK: 319506, 456363, 434232 %0,
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26634, 0 vs Controle: 104038, 127687, 111718 + 10340, 15427, 7568) [F(3/8) = 43,67] em
fémeas, quando comparado com o grupo controle. O honokiol reduziu os teores de serotonina
em 58% (VPA+HK: 96773, 83227, 85730 + 2515, 11094, 16706 vs VPA: 214917,
228970,189130 + 11001,14526, 4001) [F(3/8) = 14,83] em machos, e 44,6% (VPA+HK:
162453, 141102, 113288 + 22376,15032, 27011 vs VPA: 274886, 251833, 226128 + 16161,
15957, 0) [F(3/8) = 43,67] em fémeas quando comparado com o VPA (Figura 26C-D). O
honokiol reduziu os teores de acetilcolinesterse em 38% (VPA+HK: 13,92; 8,4; 14,31 + 6,12;
2;0,94 vs VPA: 20,64; 16,19; 22,45 + 4,3; 2,48;2,4) [F (3/8) = 4,991] no hipocampo em fémeas
(Figura 26H).

Figura 26 - Efeito do honokiol sobre neurotransmissores.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Fonte: Para a quantificacdo dos niveis de catecolaminas, foi coletado o corpo estriado das proles, seguido de
homogeneizagdo em acido perclérico. A deteccao foi realizada por HPLC, utilizando deteccéo eletroquimica para
catecolaminas e fluorescéncia para aminoacidos. S&o apresentados os niveis de dopamina (DA), em ng/mg de
tecido, no corpo estriado de (A) ratos machos e (B) ratas fémeas, e os niveis de serotonina (5-HT), em ng/mg de
tecido, em (C) ratos machos e (D) ratas fémeas. Para a avalia¢do da atividade da acetilcolinesterase (AChE), foram
coletados o cortex pré-frontal e o hipocampo das proles, sendo a atividade enzimatica determinada pelo método
de Ellman e expressa em nmol/min/mg de proteina. (E) e (F) correspondem ao cortex pré-frontal de ratos machos
e fémeas, respectivamente, enquanto (G) e (H) representam o hipocampo de ratos machos e fémeas,
respectivamente. *Média £ EPM. (Catecolaminas: Controle n = 8; HK n = 8; VPA n =5; VPA+HK n=7. AChE:
Controle n = 11; HK n = 10; VPA n = 13; VPA+HK n = 10; Ache C, n=11; HK, n=10; VPA, n=13; VPA+HK,
n=10) Nested teste ANOVA, pds-teste tukey, *p < 0.05.

5.3.4 Acéo do honokiol sobre as dissacaridases

O honokiol reduziu os teores de maltase em 71% (HK: 3,95; 3,6; 3,34 + 0,4; 0,05;
0,11 vs Controle: 13,82; 11,5; 12,8 £ 6,4; 4,27; 1,55) [F (3/8) = 9,283] nos machos e 85% (HK:
2,8; 2,6; 2,16 £ 0,08; 0,11; 0,26 vs Controle: 22,77; 16,73; 11,28 + 6,07; 3,7; 2,3) [F (3/8) =
13,62] nas fémeas quando comparado ao grupo controle (Figura 27A-B). A lactase foi reduzida
pela honokiol em 61% (VPA+HK: 0,007; 0,015; 0,011 £ 0,0022; 0,0041; 0,00037 vs VPA:
0,032; 0,024; 0,03 = 0,0024; 0,0013; 0,009) [F (3/20) = 9,091], quando comparado ao grupo
VPA (Figura 27C). O honokiol aumentou a atividade enzimatica da sacarase em 1,68X%
(VPA+HK: 0,225; 0,46; 0,29 £ 0,094; 0,035; 0,0032 vs VPA: 0,14; 0,103; 0,12 + 0,0056; 0,003;
0,031) [F (3/8) = 7,356] quando comparado ao grupo machos induzidos com VPA, e quando
comparado ao controle o honokiol aumentou aumentou em 2,8 X% (HK: 0,24; 0,32; 0,17 £ 0,1,
0,12; 0 vs Controle: 0,045; 0,04; 0,045 £ 0,02; 0,017; 0,0058); e 4,4X% (HK: 0,15; 0,38; 0,44
+ 0,0045; 0,2; 0,19 vs Controle: 0,08; 0,06; 0,04 + 0,019; 0,014; 0,008) [F (3/19) = 6,446]

quando comparado ao grupo controle em fémeas (Figura 27E-F).
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Figura 27 - Efeito do honokiol sobre as dissacaridases intestinais.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A andlise da atividade das enzimas intestinais foi realizada a partir da remocéo do intestino delgado. Os
tecidos foram homogeneizados, centrifugados e uma aliquota foi reservada para a dosagem de proteinas totais. O
homogenato foi incubado com os substratos: maltose, sacarose e lactose. As atividades das enzimas maltase,
sacarase e lactase foram determinadas pelo método de glicose oxidase (método colorimétrico). A atividade
especifica foi definida como atividade enzimética (U) por mg de proteina. (A) Atividade enzimatica de maltase
dos animais machos; (B) Atividade enzimatica de maltase dos animais fémea; (C) Atividade enzimatica de lactase
dos animais machos; (D) Atividade enzimética de lactase dos animais fémea; (E) Atividade enzimatica de sacarase
dos animais machos; (F) Atividade enzimatica de sacarase dos animais fémeas. Média £ SEM. (C, n=6; HK, n=6;
VPA, n=6; VPA+HK, n=6) Nested teste ANOVA, p0s teste tukey. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <
0.0001.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados demosntraram que o uso do honokiol por via oral
durante o periodo gestacional promoveu nas proles melhora no comportamento ansioso
(movimentacdo espontanea) nas fémeas induzidas ao TEA. Além disso, reduziu o marcador de
estresse oxidativo (malondialdeido-MDA) no cortex pré-frontal e hipocampo em ratos machos
induzidos ao TEA; bem como, aumentou o0s teores basais de agente antioxidante (glutationa
reduzida-GSH) no hipocampo de ratas fémeas. O Honokiol reduziu a permeabilidade vascular
no cortex pré-frontal de animais de ambos os sexos dos animais induzidos ao TEA, como
também reduziu no hipocampo de fémeas (proteinas totais). Houve aumento nos teores de
serotonina dos animais tratados, bem como a reducdo de serotonina e acetilcolinesterase
(hipocampo de animais fémeas) dos animais induzidos. O honokiol reduziu a atividade
enzimatica de maltase nos animais ndo induzidos, reduziu a lactase nos animais machos
induzidos, sacarase teve aumento da atividade nos animais machos néo induzidos e nas fémeas
ndo induzidas. Esses achados sdo compativeis com os resultados in silico, que indicaram
elevada biodisponibilidade oral do honokiol e interagdo favoravel com alvos centrais,
especialmente MAOA, MAOB e AKT]1, cujas estruturas apresentaram alta conservagao entre
Rattus norvegicus e Homo sapiens. Em contraste, alvos como KCNB1 e IL1RAPL1
apresentaram baixa conservacdo estrutural entre as espécies, indicando limitacédo translacional

para esses mecanismos especificos.

6.1 Estudo in silico

6.1.1 Avaliacdo da predicéo in silico farmacocinética e toxica do honokiol

O perfil farmacocinético do honokiol indica elevada absorcéo intestinal, o que esta
de acordo com evidéncias experimentais que demonstram sua boa permeabilidade através de
membranas bioldgicas, atribuida principalmente a sua natureza lipofilica e baixo peso
molecular (Jun-Jun et al., 2015). A auséncia de inibicdo da P-glicoproteina | e Il € um achado
relevante, pois sugere menor risco de efluxo intestinal e, consequentemente, maior
biodisponibilidade oral, além de reduzir a probabilidade de interagdes medicamentosas
mediadas por transportadores de efluxo (Varma; Sateesh; Panchagnula, 2004).

A baixa ligacdo as proteinas plasmaticas e a elevada fracdo livre para o honokiol

indicam maior disponibilidade do composto para exercer seus efeitos farmacoldgicos nos
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tecidos-alvo. Compostos com alta frag&o livre tendem a apresentar inicio de acdo mais rapido
e maior penetracdo tecidual, o que € particularmente vantajoso em alvos no sistema nervoso
central (Jun-Jun et al., 2015; Talarek et al., 2017).

Quanto a metabolizagdo, a predi¢do de interacdo com as isoenzimas CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4 indica que o honokiol sofre metabolismo hepatico extenso pela
via do citocromo P450, o que é confirmado por estudos farmacocinéticos que demonstram
rapida biotransformacéo hepatica e formacéo de metabolitos hidroxilados (Jun-Jun etal., 2015).
A auséncia de interacdo com a CYP2D6 é um dado favordvel, uma vez que essa isoenzima
apresenta elevado polimorfismo genético, sendo frequentemente associada a variacoes
interindividuais na resposta aos farmacos (Bibi, 2008).

Em relacdo a excrecdo, a depuracdo plasmatica moderada e o tempo de meia-vida
curto corroboram dados experimentais que indicam eliminacdo relativamente rapida do
honokiol, principalmente por vias hepaticas (Jun-Jun et al., 2015). Embora uma meia-vida curta
possa limitar a duracdo do efeito, esse parametro também reduz o risco de acumulo sistémico e
toxicidade em tratamentos de uso continuo.

No perfil de toxicidade, o honokiol foi classificado como inativo para
hepatotoxicidade, neurotoxicidade, nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e toxicidade respiratdria,
0 que esta em consonancia com estudos pré-clinicos que demonstram, a DLso predita de 1649
mg/kg enquadra o honokiol na Classe IV de toxicidade, indicando toxicidade moderada,
compativel com substéancias de uso terapéutico.

Dessa forma, os resultados in silico reforcam o potencial farmacéutico do honokiol
como candidato a fArmaco, especialmente para aplicagdes no sistema nervoso central e em
doencas inflamatorias, uma vez que apresenta perfil combinado de boa absorcdo, ampla

distribuicdo, metabolismo previsivel e baixa toxicidade sistémica.

6.1.2 Avaliacao da conservagao estrutural das proteinas entre espécie

A conservacao estrutural das proteinas-alvo do honokiol entre Rattus norvegicus e
Homo sapiens para as enzimas MAOA, MAOB e a quinase AKT1, observa-se um notavel grau
de preservacdo conformacional, o que indica uma forte similaridade funcional entre as espécies.
Esta homologia estrutural, corroborada por analises de alinhamento de sequéncia e modelagem
molecular, sugere que as interagdes do honokiol com esses sitios proteicos e as respostas
farmacodindmicas sdo equivalentes em roedores e humanos. Consequentemente, dados pré-

clinicos obtidos em modelos murinos para esses alvos apresentam alta relevancia translacional,



89

validando o uso desses modelos no estudo dos mecanismos de honokiol na modulagéo
monoaminérgica e na sinalizacao via AKT1.

Em contraste, as proteinas KCNB1 e IL1RAPL1 exibem divergéncias
conformacionais significativas entre as espécies. A falta de similaridade estrutural relevante
implica que a afinidade de ligacdo e a modulagdo farmacoldgica pelo honokiol podem diferir.
Portanto, os efeitos observados em ratos envolvendo esses alvos ndo podem ser extrapolados

diretamente para a fisiologia humana, representando uma limitacéo translacional especifica.

6.2 Estudo in vivo

6.2.1 Avaliacdo comportamental

A exposicdo ao VPA, no periodo pré-natal, é capaz de induzir alteracbes
comportamentais compativeis com o fenétipo do TEA, dentre eles estdo inclusos diminuicédo
do comportamento ludico, aumento do comportamento de limpeza e autolimpeza, aumentou a
atividade locomotora e diminuiu a atividade exploratoria (Fereshetyan et al., 2021). O
tratamento com honokiol reduz a hiperativa locomotora, demonstrando efeito modulador do
composto sobre este parametro induzido pelo VPA.

Esse efeito do honokiol pode estar associado a hiperexcitabilidade neuronal
modulada pelo canal de potéssio voltagem-dependentes KCNB1, que é um dos alvos do
honokiol, ele regula a excitabilidade neuronal e a plasticidade sinaptica, determinando a
estabilidade das redes neurais responsaveis pelo processamento de informacgdes e pelo
comportamento. Alteracdes nesse canal pode gerar desequilibrios entre excitacdo e inibicao,
resultando em hiperexcitabilidade, prejuizo cognitivo, estereotipias, hiperatividade e déficits
sociais (Liu et al., 2023b; Calhoun et al., 2017; Manville et al., 2024). Nesse contexto, a
utilizagdo do honokiol nos animais com TEA resultou em uma diminui¢do dessa atividade
locomotora que pode ser explicada por esse mecanismo neurobiolégico.

O honokiol reduz espécies reativas de oxigénio, estabiliza a funcdo mitocondrial e
ativa vias de sobrevivéncia neuronal, como AKT e MAPK, que regulam diretamente canais de
potéassio dependentes de voltagem. Assim, é biologicamente plausivel que a normalizacéo
comportamental observada no grupo VPA + honokiol, incluindo a reducéo da hiperlocomocgéo
no campo aberto, resulte de uma melhora indireta da fungéo de canais como o KCNB1, cuja
sua disfuncdo esta associada a hiperexcitabilidade e a fendtipos comportamentais semelhantes
ao TEA (Shen et al., 2010; Chen; Liu; Lin-Shiau, 2007; Zhu et al., 2025).



90

Os parametros de ansiedade avaliados no Labirinto em Cruz Elevado (LCE),
observou-se que as fémeas apresentaram o aumento do nimero de entradas nos bragos abertos
no grupo VPA, esses achados sdo coerentes com estudos anteriores que mostram que a
exposicdo pre-natal ao acido valpréico pode reduzir comportamentos ansiosos e aumentar a
impulsividade, resultando em uma maior exploracdo de areas aversivas no Labirinto em Cruz
Elevado em animais fémeas (Podgorac et al., 2022; Larner et al., 2021; Fereshetyan et al.,
2021). A maior exploracdo dos bracos abertos pode ser interpretada como um déficit na
percepgdo do risco ou uma falha na integragéo de informagdes sensoriais e emocionais, e néo
apenas como uma diminuigdo da ansiedade (Kinjo et al., 2019). Dessa forma, pode-se afirmar
gue, no presente estudo, 0 honokiol contribuiu para a melhora da percepcao de risco nos animais
apresentando comportamentos menos impulsivo.

Além disso, a ILLRAPL1, uma das proteinas tida como alvo do honokiol, participa
da formacéo e estabilidade das sinapses excitatdrias que controlam impulsividade, exploracdo
e avaliacdo de risco, funcdo essas que € comprometida no modelo VPA, ha desorganizacédo
sinaptica e aumento da excitabilidade neural, resultando em desinibi¢do comportamental
(Valnegrietal., 2011; Yasumura et al., 2014). A melhora desse comportamento no grupo VPA
+ Honokiol pode refletir a restauragdo parcial das vias sindpticas moduladas por ILIRAPL1.

O tratamento com honokiol reverteu o padrdo desinibido induzido pelo VPA,
reduzindo significativamente o nimero de entradas nos bracos abertos e restabelecendo um
comportamento mais compativel com o controle. O honokiol demonstrou capacidade de
reverter o padrao desinibitério induzido pelo VPA, efeito que pode ocorrer ndo apenas por meio
da modulacdo do sistema GABAEérgico, mas também por mecanismos anti-inflamatorios e

antioxidantes, conforme evidenciado por Woodbury et al. (2013) e Bernaskova et al. (2015).

6.3 Estudo post mortem

O honokiol atenua os danos oxidativos induzidos pelo VPA, reduzindo os niveis de
MDA no cortex pré-frontal e no hipocampo dos animais machos. Esse efeito antioxidante esta
alinhado a estudos prévios que descrevem a capacidade do honokiol de diminuir a formacao de
malondialdeido e restaurar o equilibrio redox em tecidos neurais (Demir et al., 2025; Lo et al.,
1994; Zhou et al., 2023b).

No que se refere a glutationa, nossos resultados evidenciaram que o honokiol
aumenta os niveis basais de GSH nas fémeas, 0 que é consistente com achados anteriores

demonstrando que o pré-tratamento com honokiol normaliza a glutationa total no tecido
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cerebral (Cui et al., 2007; Demir et al., 2025). Esse efeito pode ser atribuido a ativacao da via
NRF2-GSH, mecanismo pelo qual o honokiol reduz o dano oxidativo ao estimular a expressdo
de genes antioxidantes (Zhou et al., 2023a). O NRF2, por sua vez, é reconhecido como um fator
de transcricdo central na defesa antioxidante, regulando diversas proteinas citoprotetoras,
incluindo aquelas envolvidas na sintese e regeneracao da glutationa (Zhang et al., 2020), o que
reforca o papel neuroprotetor do honokiol.

Além disso, Xu, Jiang e Li (2020) demonstraram que o honokiol tem como alvo a
proteina AKT1 que integra a via PI3K/AKT, desempenhando papel essencial na defesa
antioxidante celular, regulando diretamente a sintese de glutationa (GSH) e a contencdo da
peroxidacao lipidica. A supressdo dessa via aumenta o acumulo de espécies reativas e eleva 0s
niveis de MDA, como demonstrado em modelos animais em que a inibicdo de PI3K/Akt reduz
GSH e intensifica o dano oxidativo.

Um estudo realizado com células mostra que AKT1 aumenta a capacidade
antioxidante ao sustentar a regeneracao de GSH, protegendo contra estresse oxidativo (Goetting
et al., 2022). No contexto do TEA, embora AKT1 nédo apresente reducao de expressao génica,
alteragGes na via PI3K/AKT foram relatadas em individuos com autismo, sugerindo prejuizo
funcional dessa sinalizagdo (Yasuda et al., 2011). O honokiol, utilizado no tratamento de
osteossarcoma € capaz de modular a via PI3K/Akt, reduzindo sua atividade e influenciando
processos de sobrevivéncia celular e resposta ao estresse oxidativo (Li et al., 2017). Esses
mecanismos explicam a relagéo entre disfungédo em AKT1, aumento de MDA, reducéo de GSH
e alteracOes comportamentais observadas no modelo de TEA.

Além disso, uma andlise integrada dos marcadores oxidativos deste estudo revelou
um padrdo sexualmente dimorfico. Nas fémeas, observou-se aumento nos niveis de GSH,
sugerindo uma resposta antioxidante adaptativa mais eficiente frente ao insulto induzido pelo
VPA. Esse perfil pode estar associado a maior capacidade regulatéria dos estrégenos sobre vias
de sintese de glutationa, além da maior resiliéncia mitocondrial descrita em organismos do sexo
feminino (Torrens-Mas et al., 2020).

Em contraste, os machos apresentaram elevacdo significativa de MDA, indicando
maior peroxidacao lipidica e maior vulnerabilidade ao estresse oxidativo (Toda et al., 2023). A
auséncia de aumento compensatério dos niveis de GSH sugere uma resposta antioxidante
menos eficiente, favorecendo o acumulo de dano celular (Schmitt et al., 2016). Esses achados
reforcam a existéncia de diferencas sexuais na susceptibilidade ao estresse oxidativo em
modelos experimentais de TEA.

A anélise dos niveis de proteinas totais no cortex pré-frontal e no hipocampo



92

permite avaliar a homeostase proteica, a plasticidade sinaptica e 0 metabolismo neuronal
(Bronzuoli et al., 2018; Selamet; Usta, 2023). Nos diferentes grupos analisados deste estudo,
tanto no cortex pré-frontal quanto no hipocampo de machos e fémeas, observou-se que a
exposicdo ao VPA promoveu um aumento significativo dos niveis de proteinas totais, enquanto
o tratamento com honokiol reduziu esses niveis, restaurando-os para valores proximos ao
controle. O cérebro de ratos induzidos ao TEA por VPA no periodo pré natal apresenta forte
neuroinflamacdo, evidenciada pelo aumento de proteinas astrogliais como aquaporina-4 e
conexina-43, além de maior expressdo de GFAP também ha ativacdo microglial e elevacdo de
citocinas pro-inflamatdrias, indicando um ambiente cerebral inflamatorio caracteristico do TEA
(Bronzuoli et al., 2018).

O aumento das proteinas totais encontradas nos animais expostos ao VPA é
compativel com estudos que mostram que esse composto eleva a producédo de varias proteinas
sinapticas, como VAMP1/2, sinaptofisina e sinapsina-1, especialmente no hipocampo
(Gassowska-Dobrowolska et al., 2020). Essas alteracfes refletem maior atividade sinptica e
reorganizacdo neuronal induzidas pelo VPA. Além disso, o VPA ativa astrocitos e microglias,
elevando proteinas estruturais e inflamatorias. Assim, o incremento de proteinas totais
observado no VPA provavelmente resulta da combinacdo entre aumento de proteinas sindpticas
e ativagdo glial, mecanismos ja descritos nesse modelo (Ggssowska-Dobrowolska et al., 2020;
Traetta et al., 2021; Bodi et al., 2022).

A literatura descreve que o honokiol exerce potente acdo neuroprotetora ao modular
negativamente a expressao de proteinas associadas a processos inflamatorios e degenerativos
no sistema nervoso central. Estudos demonstram que o honokiol reduz de forma significativa a
producdo de proteinas pro-inflamatérias em astrécitos e microglias ativadas, incluindo iNOS,
TNF-a, IL-1B e IL-6, atenuando a resposta inflamatoria glial (Rickert et al., 2018). De forma
semelhante, o composto também diminui a expressdo de proteinas reguladas por vias
inflamatdrias, como NF-kB p65 e IDO, em modelos de neuroinflamagdo induzida por LPS
(Zhang et al., 2019).

Em modelos neuronais, 0 honokiol mostrou capacidade de reduzir tanto os niveis
de mRNA quanto a quantidade proteica de a-sinucleina, indicando sua acdo direta na
modulacdo da sintese e estabilidade de proteinas neuronais (Fagen et al., 2023). Além disso,
estudos recentes confirmam que o honokiol inibe componentes proteicos do inflamassoma
NLRP3, reduzindo a expressdo de proteinas inflamatorias em diferentes modelos in vivo e in
vitro (Hua et al., 2024). Esses achados sustentam que o honokiol possui a capacidade de reduzir

a expressao de proteinas relacionadas a inflamacdo, estresse celular e disfuncao neuronal, o que
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pode explicar a diminuicdo nos niveis de proteinas observada no grupo VPA + honokiol do
presente estudo.

No grupo de animais fémeas induzidos ao TEA e tratado com honokiol, observou-
se reducdo da atividade da AChE previamente elevada pelo VPA, demosntrando acdo do
tratamento ao sistema colinérgico. O honokiol apresenta propriedades antioxidantes e é capaz
de reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio e o dano mitocondrial (Wang et al.,
2022; Woodbury et al., 2013), fatores que, quando aumentados pelo VPA, estdo associados a
elevacdo da expressdo de AChE. Além disso, o0 honokiol exerce agdo anti-inflamatdria, inibindo
vias como NF-kB e diminuindo citocinas pro-inflamatorias (Zhou et al., 2024), que também
podem estimular a expressdao da AChE. De forma geral, os resultados demonstram que a
exposicdo ao VPA elevou a atividade da AChE, comprometendo a neurotransmissao
colinérgica.

Em contraste, o tratamento com honokiol no grupo VPA+HK reduziu
significativamente essa enzima, o que sugere maior disponibilidade de acetilcolina na fenda
sinaptica. Esse efeito pode ser observado nas fémeas pois elas reduzem as atividades de AChE
em diversas regides cerebrais devido a presenca de estrogénio, fazendo com que aumente a
biodisponibilidade de acetilcolina; ja nos machos a AChE possui um aumento da sua atividade
devido a aromatizacdo da testosterona em estradiol (Giacobini; Pepeu, 2018).

De acordo com o estudo de Hou, Chao e Chen (2000), o Honokiol tem demonstrado
aumentar a atividade da colina acetiltransferase, inibir a acetilcolinesterase, estimular a
liberacdo de acetilcolina induzida por potassio e exercer efeitos neurotréficos. Atuando na
manutencdo dos niveis desse neurotransmissor essencial para memaria e cognicdo. Além disso,
o honokiol apresenta a¢do neurotréfica, contribuindo para a sobrevivéncia e funcionalidade
neuronal (Lee et al., 2009). Esse efeito indica que o honokiol foi capaz de atenuar a disfuncéo
colinérgica induzida pelo VPA, contribuindo potencialmente para a restauracdo de processos
dependentes de acetilcolina no TEA.

A exposicdo pré-natal ao acido valprdico (VPA) sobre o sistema serotoninérgico
central demonstram que a administracdo de VPA entre os dias embrionarios 9 e 12 provoca
alteragdes irreversiveis na diferenciagdo e na migracdao de neurbnios serotoninérgicos para o
nacleo da rafe dorsal (Miyazaki; Narita; Narita, 2004) Além disso, foi verificado um aumento
significativo nos niveis de serotonina em &reas do pro encéfalo, indicando que a exposi¢do ao
VPA resulta em uma neurotransmissao serotoninérgica exacerbada em roedores submetidos a
esse modelo (Narita et al., 2002; Tsujino et al., 2007),

A elevacdo dos niveis de serotonina e dopamina observada nos animais expostos ao
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VPA é compativel com evidéncias de que esse composto modula diretamente o metabolismo
das monoaminas durante o neurodesenvolvimento. O VPA reduz a atividade da monoamina
oxidase tipo A (MAO-A), enzima responsavel pela degradacdo de serotonina e dopamina, 0
que resulta em acumulo extracelular desses neurotransmissores em regiGes como o hipocampo
e o estriado (Wu; Shih, 2011; Maisterrena et al., 2022). Essa regulacdo negativa da MAO-A
decorre, em grande parte, da acdo epigenética do VPA como inibidor de histona desacetilase
(HDAC), levando a alteracdo da transcricdo de genes relacionados ao metabolismo
monoaminérgico (Gottlicher, 2001).

No presente estudo, foi observado que o honokiol, quando administrado
isoladamente, promoveu um aumento dos niveis de 5-HTP no corpo estriado. Esses achados
estdo em consonancia com estudos anteriores que reportaram elevacdo de 5-HTP em regides
como hipocampo e corpo estriado ap6s o tratamento com honokiol (Qiang et al., 2009; Xu et
al., 2008). Tais resultados reforcam a hipétese de que o honokiol exerce uma acdo moduladora
sobre a via serotoninérgica, possivelmente pela inibicdo da atividade da MAOA, aumentando
a biodisponibilidade do neurotransmissor na fenda sinaptica.

O honokiol, quando administrado ao grupo de animais induzidos ao TEA, foi capaz
de reverter parcialmente o desequilibrio neuroquimico causado pela exposi¢do ao VPA,
promovendo a reducdo dos niveis de serotonina (5-HT) para valores proximos aos basais. Dessa
forma, a hipotese de que a administracdo concomitante desses dois farmacos resultaria na
inibicdo da degradacdo da serotonina, em funcéo da afinidade de ambos pela MAOA, néo foi
confirmada. Possivelmente, honokiol e VPA competem pelo mesmo sitio catalitico da MAOA,
0 que pode comprometer a ancoragem eficiente dessas moléculas a enzima, favorecendo sua
atividade degradativa. Como consequéncia, observa-se maior degradacdo da 5-HT e reducgéo
de sua biodisponibilidade na fenda sinaptica.

No presente estudo, o tratamento com honokiol ndo promoveu alteracGes de
dopamina. No entanto, o docking molecular demonstrou afinidade do honokiol pela MAOB,
sugerindo um potencial mecanismo de agdo molecular que ndo se traduz necessariamente em
alteracdes deste neurotransmissor. Essa afinidade sugere uma possivel interacdo moduladora,
mas nao implica, por si s6, em inibicdo funcional suficiente para alterar os niveis totais de
dopamina.

Os animais fémeas expostos ao VPA obtiveram um aumento dos teores de
dopamina, e isso ocorre devido ao VVPA ser capaz de aumenta a liberagdo extracelular e a
modulacdo da sinalizacdo dopaminérgica. Além disso, o VPA age como inibidor da histona

deacetilases promovendo alteragdes epigenéticas que podem aumentar a expressdo de genes
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associados a neurotransmissdo dopaminérgica e a eficiéncia da sinalizacdo mediada por
receptores dopaminérgicos, especialmente do subtipo D2 (Romoli et al., 2019). Dessa forma, o
aumento da dopamina observado no grupo VPA reflete uma reorganizacdo neuroquimica e
funcional desses circuitos, caracteristica do modelo de TEA induzido por VPA.

A reducdo das atividades das enzimas digestivas maltases para ambos 0s sexos a
niveis basais e lactase em machos induzidos ao TEA é compativel com outras pesquisas que
demosntram que o honokiol atua como inibidor de outras dissacaridases como da a-glicosidase,
e frutose reduzindo a degradacéo de carboidratos e liberacdo de monossacarideos (Zhu; Zhong,
2024; Baumann et al., 2025). Esses dados corroboram que o honokiol reduz a acao enzimatica
dos alvos metabolicos relacionados ao processamento de agucares. Contudo, o honokiol
apresenta propriedades gastroprotetoras, incluindo neutralizacdo de é&cido, atividade
antioxidante, e reducdo da secrecdo gastrica, conforme demonstrado em modelos classicos de
gastrite (Cho et al., 2008).

Além disso, em outros modelos patoldgicos o honokiol preserva a integridade da
barreira intestinal, melhora a homeostase de 6xido nitrico e reduz inflamagdo sistémica,
reforgando seu papel protetor sobre o trato gastrointestinal mesmo em condi¢es metabolicas
adversas em camundongos alimentados com frutose (Baumann et al., 2025). Esses dados, em
conjunto, confirmam que o honokiol exerce efeitos benéficos sobre o sistema digestivo,
entretanto mesmo reduzindo a atividade ezimatica das dissacaridase nos animais expostos ao
VPA ele ainda ¢é capaz de promover ac¢ao antiinflamatoria, antioxidante e gastroprotetora, como
descrito em outros modelos animais como colite (Wang; Wang, 2022).

Contudo, em contraste com o0s resultados obtidos no presente estudo, observou-se
aumento na atividade da sacarase. Uma possivel explicacdo para esse achado € a reducdo
concomitante de outras dissacaridases, como maltase e lactase, o que pode induzir um
mecanismo adaptativo do epitélio intestinal, aumentando seletivamente a atividade da sacarase
para preservar a absor¢do minima de carboidratos necessaria ao metabolismo energético. Esse
tipo de adaptagdo pode ocorrer especialmente em condigGes de lesdo da mucosa, estresse
oxidativo e inflamacdo intestinal, como aquelas induzidas pelo VPA (Rosensweig, 1975;
Tappenden, 2006). Além disso, o honokiol, ao reduzir a inflamacdo local e favorecer a
restauracdo da homeostase da mucosa intestinal, pode contribuir para a recuperacao funcional,

justificando o aumento seletivo da sacarase observado.



96

7 CONCLUSAO

Conclui-se que o honokiol exerce efeitos neuroprotetores em ratos com TEA
induzido pela exposi¢do gestacional ao VPA. O composto promoveu aumento dos niveis de
glutationa reduzida, reducdo do malondialdeido e diminuigdo da permeabilidade cerebral. Esses
efeitos bioquimicos refletiram na melhora na percep¢do de risco dos animais induzidos e
reduzindo comportamento ansioso (campo aberto). Além disso, o honokiol potencializou a
biodisponibilidade sinaptica de serotonina e contribuiu para a restauracdo da funcao colinérgica
por meio da reducdo da atividade da AChE.
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