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RESUMO

A asma € caracterizada como uma doenca heterogénea marcada por inflamacéo
cronica, hiperresponsividade bronquica e remodelamento das vias aéreas. Nesse
contexto, compostos naturais tém despertado interesse cientifico, destacando-se as
cumarinas e seus derivados como potenciais agentes terapéuticos. Assim, esta tese
teve como objetivo principal utilizar métodos in silico, in vitro e in vivo na
investigacdo de cumarinas e derivados, visando identificar compostos com maior
potencial antiasmatico. Na revisdo sistematica foram analisados artigos publicados
nos ultimos dez anos (2014-2024), selecionados de acordo com as diretrizes do
PRISMA nas bases PubMed, (BVS) e ScienceDirect. ApGs a aplicacédo dos critérios
de inclusao, dezoito estudos foram escolhidos. Entre as moléculas mais investigadas
destacaram-se a imperatorina e o ostol, que demonstraram promover relaxamento
da musculatura lisa das vias aéreas, reduziu processos inflamatérios e diminui a
liberacdo das citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), além de favorecer mecanismos
imunoldgicos associados a células Thl, macrofagos e células dendriticas. Dessa
forma, modelos QSAR foram desenvolvidos a partir de 21 analogos cumarinicos
descritos na literatura com atividade relaxante de traqueia, utilizando diferentes
estratégias de modelagem e selecdo de descritores moleculares. A partir desses
modelos, cinco cumarinas projetadas disponiveis comercialmente foram avaliadas in
silico, apresentando previsdes de atividade dentro de uma faixa satisfatoria para
futuras validagbes experimentais. Paralelamente, a 7-hidroxicumarina (HXC),
presente na quimioteca do laboratdério, foi submetida a ensaios in vivo para avaliagdo
do potencial expectorante e antitussigeno. A HXC demonstrou efeito antitussigeno
robusto em modelos animais, sem atividade expectorante associada e sem sinais de
toxicidade até a dose de 300 mg/kg, sendo ativa nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg.
O mecanismo observado indicou que o efeito antitussigeno depende da integridade
do sistema opioide, sendo antagonizado por naloxona. Contudo, estudos de docking
molecular ndo evidenciaram interacdo direta relevante entre a HXC e receptores
opioides, sugerindo um mecanismo indireto de modulacédo do reflexo da tosse. Em
conjunto, os resultados indicam que, embora pertencam a mesma classe quimica,
as cumarinas podem apresentar perfis farmacolégicos distintos e complementares
na fisiopatologia da asma.

Palavras-chave: Cumarinas. Derivados cumarinicos. Asma. Modelagem QSAR.

Docking molecular. Antitussigeno. Umbeliferona.



ABSTRACT

Asthma is characterized as a heterogeneous disease marked by chronic
inflammation, bronchial hyperresponsiveness, and airway remodeling. In this context,
natural compounds have attracted increasing scientific interest, with coumarins and
their derivatives standing out as potential therapeutic agents. Thus, the main
objective of this thesis was to use in silico, in vitro, and in vivo methods to investigate
coumarins and their derivatives in order to identify compounds with greater anti-
asthmatic potential. In the systematic review, articles published in the last ten years
(2014-2024) were analyzed, selected according to PRISMA guidelines from the
PubMed, Virtual Health Library (BVS), and ScienceDirect databases. After applying
the inclusion criteria, eighteen studies were selected. Among the most investigated
molecules were imperatorin and osthole, which demonstrated the ability to promote
relaxation of airway smooth muscle, reduce inflammatory processes, and decrease
the release of Th2 cytokines (IL-4, IL-5, and IL-13), in addition to favoring immune
mechanisms associated with Thl cells, macrophages, and dendritic cells. Of this
context, QSAR models were developed from 21 coumarin analogs described in the
literature with tracheal relaxant activity, using different modeling strategies and
molecular descriptor selection. Based on these models, five designed and
commercially available coumarins were evaluated in silico, presenting predicted
activities within a satisfactory range for future experimental validation. In parallel, 7-
hydroxycoumarin (HXC), present in the laboratory compound library, was subjected
to in vivo assays to evaluate its expectorant and antitussive potential. HXC
demonstrated a robust antitussive effect in animal models, without associated
expectorant activity and without signs of toxicity up to a dose of 300 mg/kg, being
active at doses of 10, 30, and 100 mg/kg. The observed mechanism indicated that
the antitussive effect depends on the integrity of the opioid system, being
antagonized by naloxone. However, molecular docking studies did not show relevant
direct interaction between HXC and opioid receptors, suggesting an indirect
mechanism in the modulation of the cough reflex. Taken together, the results indicate
that although they belong to the same chemical class, coumarins may present
distinct and complementary pharmacological profiles in the pathophysiology of
asthma.

Keywords: Coumarin derivatives. Asthma. QSAR modeling. Molecular docking.
Antitussive. Umbelliferone.
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1 INTRODUCAO

A asma € uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas, caracterizada por
sintomas respiratdrios recorrentes como sibilancia, dispneia, aperto toracico e tosse,
geralmente associados a uma limitacdo variavel e reversivel do fluxo aéreo.
(HOQUE; NAYAK, 2025). De acordos com dados da Estratégia Global para Gestdo
e Prevencédo da Asma (Global Strategy for Asthma Management and Prevention
[GINA]), trata-se de um problema de saude publica global, afetando cerca de 300
milhdes de pessoas em todo o mundo, com impacto significativo sobre a qualidade
de vida, a produtividade e os sistemas de saude associados (GINA, 2024).

Segundo o Ministério da Saude (2022), a asma continua a ser um desafio
significativo de saude publica no Brasil, afetando aproximadamente 23,2% da
populacdo. Caracterizada por inflamacao crénica e sintomas recorrentes como tosse
e falta de ar, a condigédo resulta de uma interagdo complexa entre predisposi¢céo
genética e diversos gatilhos ambientais, que variam de alérgenos a infec¢des virais
(MOUHANA et al., 2025).

Apesar da pesquisa e do tratamento da asma apresentarem progressos
substanciais nos ultimos anos, incluindo a incorporacdo de terapias biolGgicas
direcionadas, o uso preferencial de corticosteroides inalatérios associados ao
formoterol como terapia de manutencdo e alivio, além da utlizacdo de
biomarcadores inflamatérios no tratamento personalizado da doenca, o0
sobrediagnostico e o subdiagndstico ainda sdo frequentes. Esses aspectos
permanecem em destaque nas atualizacdes recentes da Iniciativa Global para Asma
de 2025, centradas no tratamento ideal e individualizado do paciente (GINA, 2025).

Do ponto de vista fisiopatolégico, a asma envolve inflamacéo cronica das vias
respiratorias e hiperresponsividade brénquica, frequentemente associadas a
ativagcdo de células inflamatérias como eosindfilos, mastocitos e linfocitos T. Esses
mecanismos levam a obstrucdo variavel das vias aéreas e contribuem para os
sintomas intermitentes da doenca. A apresentacdo clinica é heterogénea, com
diferentes fenotipos que podem incluir asma alérgica, eosinofilia, induzida por
exercicios fisicos, estimulos enddgenos e ambientais (GONZALEZ-URIBE;
ROMERO-TAPIA; CASTRO-RODRIGUEZ, 2023).

Nos ultimos anos, importantes avancos ocorreram no diagndéstico e manejo da

asma. As diretrizes da Iniciativa Global para Asma (GINA 2024—-2025) propdem uma
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abordagem baseada em dois caminhos terapéuticos, o preferencial (Track 1), que
utiliza a combinacado de corticosteroide inalado (Cl) com formoterol como medicacao
de alivio e manutencéo, e o alternativo (Track 2), com CI de uso regular associado
ao uso de beta-agonista de curta acdo (SABA) de acordo com a necessidade do
paciente. Além disso, a medicina personalizada vem ganhando espa¢o, com 0 uso
de biomarcadores e terapias biolégicas, como o mepolizumabe e o tezepelumabe,
gue sao anticorpos monoclonais humanos que blogqueiam a linfopoietina estromal
timica, uma citocina derivada de células epiteliais na patogénese da asma, voltadas
para subtipos especificos da doenca, especialmente os casos de asma grave nao
controlada (MENZIES-GOW et al., 2021).

Paralelamente as terapias convencionais, cresce o interesse cientifico pelo
uso de produtos naturais no controle da asma, especialmente devido as limitaces
terapéuticas observadas em parte dos pacientes, aos efeitos adversos associados
ao uso prolongado de corticosteroides, ao elevado custo de terapias bioldgicas e a
persisténcia de fendtipos de dificil controle. Nesse contexto, substancias naturais
como as cumarinas, um grupo de metabdlitos secundarios amplamente encontrados
em plantas, tém demonstrado propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
imunomoduladoras promissoras. Estudos indicam que as cumarinas podem modular
a resposta inflamatéria nas vias aéreas, reduzindo a producédo de citocinas proé-
inflamatérias e o recrutamento de eosindfilos, contribuindo para o alivio dos
sintomas asmaticos. Dessa forma, essas moléculas vém sendo investigadas como
potenciais agentes adjuvantes no tratamento da asma, podendo futuramente
contribuir para estratégias terapéuticas mais acessiveis e com multiplos alvos
farmacologicos (AMARAL; SILVA; COSTA, 2021; PEREIRA; OLIVEIRA; SANTOS,
2022).

Nesse cenario, a quimica computacional tem se mostrado uma ferramenta
estratégica na identificacdo e otimizacdo de novas moléculas com potencial
antiasmatico derivadas de cumarinas. Técnicas envolvendo estudos de docking
molecular, dindmica molecular, modelagem por homologia e QSAR (Quantitative
Structure—Activity Relationship) tém permitido a triagem virtual de compostos com
alta afinidade por alvos terapéuticos relevantes na fisiopatologia da asma, como por
exemplo, a fosfodiesterase-4 (PDE-4), IL-5, e receptores beta-adrenérgicos. Além
disso, modelos preditivos ajudam a identificar moléculas mais potentes, seletivas, de

facil sintese e com perfil farmacocinético favoravel. Essa abordagem integrada
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acelera o processo de descoberta de farmacos, reduz custos experimentais e pode
conduzir ao desenvolvimento de fitofarmacos inovadores e mais acessiveis (SILVA;
MELO; LIMA, 2023; ALMEIDA; ROCHA; BARBOSA, 2024).

Alguns autores relatam que um dos principais problemas na pesquisa com
produtos naturais corresponde a complexidade estrutural, a qual inviabiliza o
desenvolvimento de rotas sintéticas viaveis para aplicacdo em larga escala na
industria farmacéutica, além de apresentarem dificuldade na incorporacdo das
principais formulagdes utilizadas clinicamente (PRESS; JOLY; ERTL, 2019; REX,
2024).

Propocionalmente neste sentido e inversamente a essa dificuldade relatada,
os derivados cumarinicos, objeto do presente estudo, possuem estrutura quimica
relativamente simples e comercialmente de facil obtencédo. Além disso, Estratégias
em Quimica Teorica como os estudos QSAR, por exemplo, podem assim contribuir
como ferramentas poderosas no estabelecimento de relagdes estrutura atividade,
compreensao do mecanismo de acao, proposicdo de modificagbes moleculares e
orientacdo de futuras derivatizagdes sintéticas no sentido de obter moléculas mais
ativas.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi contribuir para a busca de novas
moléculas baseadas em arcaboucos cumarinicos com potencial terapéutico, por
meio da construgdo de modelos QSAR baseados na atividade antiasmatica de
cumarinas e seus derivados, bem como da utilizacdo de modelos experimentais in
vivo e in vitro para avaliacdo farmacologica de cumarinas adquiridas
comercialmente. Além disso, buscou-se investigar de forma mais detalhada os
possiveis mecanismos envolvidos na atividade antiasmatica das moléculas

previamente selecionadas pelos modelos QSAR, visando a identificacdo de

alternativas farmacolégicas promissoras para o tratamento da asma.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Utilizar métodos in silico, in vitro e in vivo na investigacdo de cumarinas e

derivados, visando identificar compostos com maior potencial antiasmatico.

2.2 ESPECIFICOS

e Construir e realizar a otimizacdo geométrica de compostos cumarinicos
descritos na literatura por métodos de quimica quantica, visando a obtencéo
de descritores moleculares para a constru¢do de modelos QSAR,;

e Calcular descritores moleculares de compostos cumarinicos e desenvolver
modelos QSAR classicos para predicdo de moléculas com potencial atividade
antiasmatica e aplicacdo em testes experimentais;

e Avaliar os efeitos antitussigeno e expectorante da 7-hidroxicumarina adquirida
comercialmente em modelos murinos;

e Investigar os possiveis mecanismos de acdo da 7-hidroxicumarina em

musculo liso de traqueia isolada de rato.
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CAPITULO | - CUMARINAS E SEUS DERIVADOS NO TRATAMENTO DA ASMA -
UMA REVISAO SISTEMATICA

Artigo de Revisédo publicado narevista Basic & Clinical Pharmacology &
Toxicology (Qualis Al - Biotecnologia) (ANEXO A)
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Resumo:

A asma é um grave problema de saude global que afeta milhdes de pessoas em
todo o mundo. Trata-se de uma doenca heterogénea caracterizada por inflamacéo,
hiperresponsividade brénquica e remodelamento das vias aéreas. Compostos da
classe das cumarinas tém sido amplamente documentados na literatura como
agentes promissores para o tratamento da asma. Esta revisdo destaca o potencial
das cumarinas e seus efeitos em modelos animais de asma. Artigos dos ultimos 10
anos (2014-2024) foram selecionados de acordo com as diretrizes do PRISMA, a
partir das bases de dados PubMed, Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e
ScienceDirect. A estratégia de busca utilizou Descritores em Ciéncias da Saude
(DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH). Dezoito artigos foram selecionados
apos a aplicacéo dos critérios de inclusdo: artigos completos publicados em inglés e
portugués, de acesso livre e que investigassem cumarinas e seus derivados com
atividade antiasmatica. As cumarinas mais exploradas pelos autores foram a
imperatorina e o ostol, e os resultados mostraram que essas cumarinas relaxam a
musculatura lisa das vias aéreas, reduzem a inflamacgéo e a liberacao das citocinas
Th2 IL-4, IL-5 e IL-13, além de aumentarem a prote¢do contra a inflamacéo por meio
de células pré-inflamatdérias, Thl, macrofagos e células dendriticas. Assim, conclui-
se que as cumarinas e seus efeitos, particularmente a imperatorina e o ostol,
apresentam um potencial promissor no tratamento da asma e podem servir como
importantes estruturas moleculares para futuras investigacoes.

Palavras-chave: Inflamacéo das vias aéreas. Asma. Cumarina. Citocina. Pulmao.
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1 INTRODUCAO

A asma € caracterizada por processos inflamatérios crénicos nas vias aéreas,
levando a infiltragcdo celular, hipersecrecdo de muco, edema e espessamento da
musculatura lisa. I1sso resulta em obstrucéo do fluxo aéreo, acompanhada de aperto
no peito recorrente e dificuldade respiratéria, causando sofrimento significativo e
mortalidade nos pacientes (YANG et al.,, 2020). Afeta mais de 300 milhdes de
pessoas em todo o mundo, com prevaléncia e incidéncia crescentes, 0 que acarreta
um 6nus econbmico significativo para a sociedade. As principais caracteristicas
patolégicas da asma incluem hiperresponsividade das vias aéreas (HVA), infiltracédo
de células inflamatodrias e producdo excessiva de muco. Além disso, a inflamacéo de
longa duracdo leva a alteracdes estruturais nas vias aéreas (Figura 1). Estudos
epidemiolégicos demonstraram que a asma alérgica representa aproximadamente
13% de todas as doencas alérgicas no mundo. Ela é desencadeada por estimulos
endogenos e ambientais e pode ser causada pela inalacdo de alérgenos ambientais,

picadas de insetos ou ingestao de alérgenos alimentares (WADHWA et al., 2019).

Figura 1. Caracteristicas fisiopatoldgicas da asma
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Os mastdcitos (MCs) desempenham um papel fisiopatolégico crucial nos
estagios iniciais da asma alérgica, migrando para os tecidos inflamados e
estimulando a contracdo do musculo liso bronquico (CAHILL et al., 2017). Alérgenos

inalados podem se ligar e ativar receptores especificos localizados na membrana do
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MC, desencadeando a liberacdo de mediadores alérgicos, como histamina,
interleucinas e prostaglandinas. Isso resulta em contracdo do musculo liso, secrecéo
de muco, inflamacgéo alérgica e infiltracdo de células inflamatorias (Figura 1) (KUBO
et al., 2017).

A terapia farmacologica da asma concentra-se principalmente no controle da
broncoconstricdo e da inflamacdo das vias aéreas, utilizando agonistas [2-
adrenérgicos e glicocorticoides inalatorios, respectivamente. Outras alternativas
terapéuticas incluem antagonistas dos receptores de leucotrienos, inibidores da
fosfodiesterase, antagonistas muscarinicos e anticorpos monoclonais direcionados a
citocinas inflamatoérias. Entretanto, o uso prolongado dessas terapias pode estar
associado a limitagdes clinicas e efeitos adversos importantes, como
imunossupressao, candidiase oral, disfonia, taquicardia, tolerancia farmacolégica e
alteracdes metabdlicas, especialmente relacionadas aos corticosteroides e (2-
agonistas. Além disso, anticorpos monoclonais, como reslizumab, dupilumab e
omalizumab, embora eficazes em casos de asma grave, apresentam elevado custo,
necessidade de administracdo continua e acesso restrito em muitos sistemas de
saude, particularmente em populacbes socioeconomicamente vulneraveis
(CAMINATI et al., 2020; MORAN et al., 2020).

Nesse sentido, os produtos naturais tém atraido consideravel atencdo dos
pesquisadores para o desenvolvimento de agentes anti-inflamatorios, com muitos
compostos bioativos servindo como protétipos para novas moléculas terapéuticas.
Por exemplo, as cumarinas e seus derivados sdo uma importante classe de produtos
naturais encontrados principalmente nas familias Rutaceae e Apiaceae. Esses
compostos sdo amplamente classificados como cumarinas  simples,
furanocumarinas, piranocumarinas, biscumarinas e triscumarinas. A literatura relata
gue as cumarinas possuem uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo
atividade antimicrobiana, antiviral, anticancerigena, anti-inflamatoria, antioxidante,
anticoagulante e antiasmatica (GROVER; JACHAK, 2015). Além dessas
propriedades, as cumarinas sao bem conhecidas por sua atividade antiespasmadica,
frequentemente atribuida a sua capacidade de modular os canais de célcio e a
contratilidade do musculo liso, bem como por seus efeitos no sistema nervoso
central (SNC), que incluem ag¢bes neuroprotetoras, ansioliticas e antidepressivas
(MOHD et al., 2024).
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Além das propriedades atrativas mencionadas anteriormente, as cumarinas
possuem boa acessibilidade sintética, oferecendo diversidade estrutural por meio de
derivacdo molecular e métodos de sintese total. O uso de produtos naturais como
fonte de novos farmacos esta bem estabelecido na literatura (MOHD et al., 2024;
NAN et al., 2025; ZHU; JIANG, 2018). Nesse contexto, a prospeccdo de moléculas
baseadas na estrutura quimica das cumarinas com potencial atividade antiasméatica
desperta grande interesse cientifico. Entretanto, apesar dos resultados promissores
ja descritos para algumas cumarinas e seus derivados, muitos compostos ainda
carecem de estudos aprofundados relacionados aos seus mecanismos de acgao,
parametros farmacocinéticos, seguranca toxicologica, otimizacdo estrutural e
validacdo experimental, etapas fundamentais para o avanco no desenvolvimento de
candidatos a farmacos. Assim, a investigacao dessas moléculas pode contribuir para
a identificacdo de alternativas farmacoldgicas promissoras para o tratamento da

asma.
2 METODOLOGIA

Esta revisdo sistematica envolveu um levantamento bibliografico de dados
cientificos com métodos quantitativos, exploratérios e descritivos. A questdo de
pesquisa deste estudo foi formulada com base na seguinte pergunta orientadora:
“Qual o efeito das cumarinas e seus derivados na asma?” E tem como objetivo
compilar estudos sobre cumarinas no tratamento da asma na Ultima década,
fornecendo informacdes robustas e atualizadas sobre seu uso no tratamento da

asma.

2.1 ESTRATEGIAS DE SELECAO DE BASES E BUSCA DE DADOS

O desenho do estudo foi realizado em acordo com as diretrizes “Preffered
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses” (PRISMA). Foi
realizada uma busca de estudos publicados nas seguintes bases de dados:
Pubmed, BVS (Biblioteca Virtual em Saude) e Science Direct. A estratégia de busca
foi padronizada, utilizando os descritores das plataformas Medical Subject Headings
(MeSH) e Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS). Os descritores utilizados para

a busca de dados foram: “cumarinas - coumarin”, “asma - asthma”, “pulmé&o - lung”.
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Cada descritor foi inserido de acordo com o sistema da base de dados e
combinados considerando a aplicagao dos operadores booleanos “OR” e “AND”.
Foram considerados para a revisao sistematica apenas estudos publicados no
espaco de tempo entre 2014 e 2024, a fim de demonstrar dados experimentais
atualizados na ultima década a respeito dessa tematica.

2.2 SELECOES DE ESTUDOS

O processo de sele¢cao dos estudos foi realizado em duas etapas. Na primeira
etapa, titulos, resumos e identificacdes de duplicatas foram examinados por dois
revisores a partir das diversas bases de dados utilizadas. Em caso de discordancia
entre os revisores, um terceiro revisor foi consultado para emitir um parecer final
sobre a inclusdo ou exclusdo de um artigo da revisdo. Na segunda etapa, 0s
revisores avaliaram a inclusdo dos trabalhos na revisdo sistematica com base na
adeséao aos critérios de elegibilidade apos a leitura dos textos completos. Assim, os
artigos foram incluidos se atendessem aos seguintes critérios de elegibilidade:
estudos em inglés e portugués, in silico, in vitro e in vivo, que abordassem os efeitos
das cumarinas e seus derivados no tratamento da asma. Artigos duplicados e
incompletos foram excluidos, assim como estudos que utilizaram extratos vegetais

para avaliar a atividade antiasmatica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca nas trés bases de dados definidas resultou em 1.203 artigos, sendo
43 identificados no PubMed, 1.158 no ScienceDirect e 2 no BVS. Apoés a aplicacao
dos critérios de elegibilidade descritos na metodologia, 18 artigos foram

selecionados para inclusdo e discussao nesta revisao sistematica (Figura 2).



Figura 2. Fluxograma dos estudos incluidos na revisao sistematica
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Os dados relacionados as informacfes gerais destes estudos como autores,

ano de publicagao, assim como o tipo de cumarina e/ou seus derivados utilizados na

pesquisa, e um breve desfecho de cada artigo, encontram-se descritos na Tabela 1

e Figura 3.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos estudos incluidos

Cumarina

Detalhes metodolésgicos

Resultado do estudo

Referéncias

Columbianadina
CAS: 5058-13-9

Férmula molecular:
C19H2005

Nome IUPAC: 2 [(8S)-2-
0x0-8,9 diidrofuro[2,3-
h]cromen-8-illpropan-2-il
(2)-2-metilbut-2-enoato

In vitro (A549, MH-S); in vivo
(camundongos). Inflamacéo
pulmonar aguda induzida por LPS
in vivo. Grupos controle (sem
LPS); LPS; LPS +
columbianadina.

Inibic&o in vitro da producéo de
oxido nitrico em células A549 e
MH-S induzidas por LPS. Reduc¢éo
in vivo da inflamacédo pulmonar
induzida por LPS apo6s tratamento
com columbianadina em doses que
variam de 20 a 60 mg/kg.

Limetal.,
2014

Acido cumarinico
borbnico (CBA)

CAS: 1357078-03-5

Férmula molecular:
CyH,BO,

Nome IUPAC: &cido (2-
oxocromen-7 il)bordnico

Estudo clinico em humanos
(observacéo analitica)
envolvendo pacientes com asma
e controles saudaveis. Pacientes
com asma (n = 74); controles
saudaveis (n = 65). Andlise
realizada em sangue periférico e
fluido broncoalveolar para medir o
estresse oxidativo e marcadores
inflamatérios utilizando a técnica

Observou-se um aumento
significativo de espécies reativas
de oxigénio no sangue periférico de
individuos com asma,
especificamente a formacédo de
hidréxidos de proteinas (HP), que
ocorreu 35% mais rapidamente e
foi 58% maior em pacientes
asmaticos. O estudo destacou
como o uso de CBA contribui para

Bazan-Socha
et al., 2022




25

de detecgdo em tempo real de
hidroperodxidos de proteinas (HP)
por meio do ensaio com acido
cumarinico borénico (CBA).

o controle de espécies reativas de
oxigénio na inflamacéo relacionada
a asma.

Isoimperatorina

Modelo experimental in vivo

Reducéo de IL-4, IL-5, IL-13,

Wijerathne et

(camundongos BALB/c). Asma eotaxina e IgE no fluido de lavagem | al., 2017
CAS: 482-45-1 alérgica induzida por ovalbumina | broncoalveolar (BALF), plasma e
Férmula molecular: (OVA). Grupo controle; grupo pulmdes. Diminuicdo da infiltracdo
C16H1404 OVA; grupo OVA + IMP (10, 30 de células inflamatérias nas vias
mg/kg). aéreas e da producédo de muco no
Nome IUPAC: 4-(3- trato respiratorio. Reducgéo da
metilbut-2- atividade de p38 MAPK, ERK1/2 e
enoxi)furo[3,2-g]cromen- NF-kB, sugerindo mecanismos anti-
7-ona inflamatorios.
Imperatorina (IMP) Modelo animal in vivo O IMP atenuou a inflamacao das Linetal.,
(camundongos) com asma vias aéreas mediada por Th2, 2016
CAS: 482-44-0 alérgica induzida por (OVA). modulando a funcéo das células
Formula molecular: Grupos: controle (sem OVA); dendriticas (DCs) e inibindo
C1eH1404 OVA; OVA + imperatorina. _(il_iretamente a ativacao das células
Nome IUPAC: 9-(3-
metilbut-2-
enoxi)furo[3,2-g]cromen-
7-ona
Imperatorina (IMP) Asma alérgica induzida por Em comparacéo com o grupo Der Hsieh et al.,
Dermatophagoides pteronyssinus | p, houve reducéo na infiltracdo de 2022
(Der p) em camundongos. células inflamatdrias no tecido
Grupos: Controle negativo: pulmonar. Houve reducéo na
camundongos sem hiperplasia de células endoteliais e
sensibilizacdo/sem exposicéo a na hipersecrecdo de muco nas vias
Der p. Grupo Der p: aéreas. A imperatorina (5 e 10
camundongos sensibilizados e mg/kg) diminuiu a contagem total
desafiados com Der p para de células inflamatérias no fluido de
induzir asma. Grupos tratados lavagem broncoalveolar (BALF).
com IMP: camundongos tratados | Além disso, houve reducédo nos
com Der p + imperatorina em niveis séricos de IgE e 1gG1, com
diferentes doses (1, 5 e 10 aumento de IgG2a ap6s o
mg/kg). tratamento com imperatorina. A
imperatorina também diminuiu as
citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) no
BALF e aumentou as citocinas Thl
(IFN-y, IL-12) e IL-10, indicando
modulacéo da resposta imune.
Imperatorina (IMP) A ativacdo de mastocitos O composto IMP reduziu o influxo Wang et al.,
mediada por MRGPRX2 foi de Ca?* induzido pela substancia P | 2021

avaliada em mastdcitos
peritoneais murinos (MPMCs),
células LAD2 e células HEK293-
Mrgprx2. A interacao IMP-
MRGPRX2 foi analisada por

(SP) e inibiu a degranulacéo de
mastécitos, suprimindo a
fosforilacdo de ERK e CamKIl e a
producéo de MIP-2 e TNF-a. In
vivo, atenuou a asma alérgica
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acoplamento molecular e
ressonancia plasménica de
superficie (SPR), e a sinalizacéo
subsequente por Western blot.
Respostas independentes de IgE
foram examinadas em modelos
de anafilaxia cutdnea passiva
(PCA) e anafilaxia sistémica ativa
(ASA), e o efeito antiasmatico do
IMP foi avaliado em um modelo
murino de inflamagé&o pulmonar
induzida por OVA.

induzida por SP e a inflamacéo
pulmonar induzida por OVA,
reduzindo a ativacéo de
mastocitos. O IMP apresentou alta
afinidade pelo receptor MRGPRX2,
com uma constante de ligacédo de
4,48 £ 0,49 x 107" M , sendo
identificado como um potencial
inibidor desse receptor ha asma
alérgica.

Imperatorina (IMP) O estudo utilizou camundongos Tratamento com IMP: Redugdo da | Wang et al.,
BALB/c divididos em trés grupos: | infiltracdo de macréfagos e 2023
um grupo controle sem linfécitos no BALF; atenuacéo dos
tratamento, um modelo de asma danos patologicos ao tecido
alérgica induzida por OVA e um pulmonar; diminui¢do dos niveis de
grupo de intervencdo tratado com | marcadores inflamatérios e de
imperatorina (IMP), 30 mg/kg, estresse oxidativo (como MDA);
apo6s a inducgao da asma. Foram Aumentou a atividade de
avaliadas as alteracfes antioxidantes endégenos (SOD e
patolégicas no tecido pulmonar, a | GSH-Px). Inibiu a expressao da via
contagem de células inflamatérias | de sinalizagdo S1PR2/STAT3, que
no BALF (lavado broncoalveolar), | estava elevada no modelo de
os niveis de marcadores asma. Esses resultados indicam
inflamatorios e o estado de que o IMP reverteu os danos
estresse oxidativo. A expresséo pulmonares e melhorou a
de proteinas da via de sinalizacdo | remodelagéo das vias aéreas ao
S1PR2/STAT3 nos pulmdes suprimir a sinalizacao
também foi analisada. S1PR2/STATS3.

Osthol Modelos in vitro e in vivo Inibicdo do receptor MRGPRX2 em | Callahan et
(mastécitos humanos e murinos; mastaécitos pelo ostol. O ostol afeta | al., 2020

CAS: 484-12-8 modelos murinos de inflamacdo). | dois processos criticos na ativacao

Férmula molecular: Grupos: controle sem tratamento | de mastécitos mediada pelo

C1sH1605 (veiculo). Tratamento com ostol. receptor MRGPRX2: mobilizacdo
Diferentes estimulos para de caélcio intracelular (Caz*) e

Nome IUPAC: 7-metoxi- | ativagdo de mastécitos: composto | degranulagdo. Modelos in vivo

8-(3-metilbut-2- 48/80, substancia P, LL-37. O mostraram que o ostol atenua a

enil)cromen-2-ona ostol foi aplicado a mastécitos inflamag&o. Dados de modelagem
pré-ativados e administrado em e acoplamento molecular sugerem
modelos murinos antes da gue o ostol atua por modulacéo
inducéo de uma resposta alostérica do MRGPRX2, em vez
inflamatéria. Estudos de de competir diretamente pelos
acoplamento molecular também sitios de ligag&o do ligante.
foram utilizados para investigar as
interacdes entre o ostol e 0
receptor MRGPRX2.

Osthol Modelo murino in vivo de asma Reducédo da hiperresponsividade Chiang et al.,
alérgica (camundongos BALB/c). | das vias aéreas em camundongos | 2017

A asma foi induzida por
ovalbumina (OVA), com analise
da inflamacao das vias aéreas,
hiperresponsividade e resposta
imune. Grupos: controle negativo

sensibilizados com OVA + osthole
em comparagao ao grupo asmatico
ndo tratado. Diminuic&do
significativa nos niveis de citocinas
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) com
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— veiculo; grupo asma (OVA) —
sensibilizacédo e desafio com OVA
sem tratamento; grupo de
tratamento — OVA + osthole (5,
25 e 50 mg/kg de osthole).

osthole, indicando modulacdo da
resposta inflamatéria Th2 tipica da
asma alérgica. Aumento de IL-10 e
expansdo de células T reguladoras
(Treg) no grupo tratado, sugerindo
um efeito imunomodulador anti-
inflamatdrio. Alteracdo na
maturagdo de células dendriticas
(DCs): o0 osthole promoveu um
fendtipo menos pro-inflamatério
nas DCs, reduzindo a expresséo de
moléculas ativadoras e citocinas
pro-inflamatdrias. Inibicédo da
proliferacéo de células T CD4+
ativadas e supressao das
respostas Th1/Th2 in vitro com
osthol.

Osthol In vivo, camundongos fémeas A les@o do epitélio pulmonar Tang; Liu;
(BALB/c) com asma induzida por | induzida por TGF-f foi atenuada Zhang, 2022
OVA e in vitro, cultura de células | com o osthol, sugerindo prote¢éo
epiteliais (linhagem celular das células epiteliais. A transicdo
16HBE). Grupos: controle epitélio-mesenquimal (TEM)
saudavel; modelo de asma (OVA) | mediada por TGF-( foi inibida pelo
sem tratamento; modelo de asma | osthol, um importante indicativo de
+ osthole (50 mg/kg). A reducéo da remodelacéo das vias
viabilidade das células 16HBE aéreas. A inflamacéo e os danos
apos incubacéo com osthol em teciduais em camundongos
uma série de concentracoes, asmaticos foram aliviados com o
incluindo 2,5, 5, 10, 20 e 40 uM tratamento com osthole, indicando
por 24 h, foi avaliada utilizando o | um efeito anti-inflamatério in vivo.
kit de contagem celular CCK-8 In vitro, a viabilidade das células
(Beyotime, China). epiteliais 16HBE melhorou e houve

uma reducao nos marcadores de
apoptose com o osthol em
comparagao com o grupo tratado
apenas com TGF- (.

Osthol In vivo, camundongos BALB/c Efeitos antiasmaticos do osthol em | Yang et al.,
sensibilizados com OVA (modelo | camundongos por meio de 2020
de asma). Grupos: controle— mecanismos subjacentes que
saudavel (sem OVA): asma envolvem a via IL-33/ST2. Os
(OVA) sem osthol: asma + principais resultados foram uma
osthole em duas doses (25 e 50 reducéo da inflamacé&o pulmonar
mg/kg). devido a infiltracdo de células

inflamatdrias, particularmente
eosindfilos, nos pulmdes dos
camundongos, demonstrando uma
diminuigc&o notavel no
espessamento das paredes das
vias aéreas e na hiperplasia
epitelial do trato respiratdrio.

Osthol In vivo, camundongos (modelo O tratamento com osthol reduziu Wang et al.,
murino) com asma alérgica tanto as células inflamatdrias 2017

induzida por OVA. Grupos:
controle — saudéavel (sem OVA);

guanto os niveis de citocinas Th2
no BLAF e a IgE especifica para
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OVA (asma induzida) sem
tratamento; tratamento — OVA +
Osthol (25, 50 e 100 mg/kg).

OVA no soro. Melhorou as
alteracbes patoldgicas no tecido
pulmonar e suprimiu a atividade de
NF-kB no modelo de asma.

Osthol In vitro, macrofagos peritoneais Resultados in vitro indicaram que o | Yivi et al.,
de camundongos (MPMs) foram tratamento inibiu a resposta 2018
tratados com osthole (20, 50 ou inflamatoria ao bloquear a
100 yM) por 24 horas, e a translocacéo nuclear de NF-kB.
viabilidade celular foi medida pelo | Estudos in vivo mostraram que o
ensaio MTT. In vivo, osthole prolongou
camundongos C57BL/6 com significativamente a sobrevida de
lesd@o pulmonar aguda induzida camundongos com les&o pulmonar
por LPS. Grupos: controle — aguda.
saudavel; LPS — sem osthole;

LPS + osthole em diferentes
doses de pré-tratamento (20 e 40
mag/kg).

Osthol In vivo, camundongos fémeas Observou-se reducdo da ativagao Li etal., 2021
(C57BL/6) com asma induzida por | de macréfagos nos pulmdes de
OVA; e in vitro, linhagem celular asmaticos e da expresséao de
de macréfagos alveolares CD206 em macréfagos no grupo
(NR8383) estimulada com IL-4. tratado com OVA + osthol em
Grupos experimentais: Controle comparag&do com o grupo tratado
saudavel: Asmaticos por OVA apenas com OVA. Houve
sem tratamento: Asmaticos por diminuicdo da infiltrac@o de células
OVA + osthole (15 e 40 mg/kg). In | inflamatérias e da deposigdo de
vitro, tratamento de macréfagos colageno nas vias aéreas com 0
NR8383 estimulados com IL-4 uso de osthole. Houve reducédo das
com e sem osthol. citocinas pro-inflamatérias (IL-1p,

TNF-a, MIF) nos pulmdes dos
animais tratados com osthol. Em
estudos in vitro, o osthol suprimiu a
proliferacéo e a migracdo de
macréfagos induzidos por IL-4
(linhagem celular NR8383). Houve
diminuicdo da translocacdo de NF-
kB (p-IkBa e NF-kB nuclear) em
macrofagos estimulados por IL-4
apos o tratamento com osthol,
indicando supresséo da via NF-
KB/MIF.

Osthol Os mecanismos Foram observados efeitos Wang et al.,
broncodilatadores do osthol foram | relaxantes dependentes da 2022

investigados por meio de
experimentos in silico, in vivo e in
vitro. In vivo, camundongos
fémeas C57BL/6J foram expostos
a 25 ug de extrato purificado de
acaro da poeira doméstica (HDM)
e, subsequentemente, tratados
com osthole (25 mg/mL/10 g de
peso corporal). In vitro, fatias de
pulméo de camundongo (PCLS)

concentragdo; a combinacgéo de
osthol e albuterol resultou em maior
relaxamento; reduziu a inflamacéao
e, estruturalmente, o osthol se liga
mais fortemente a um dominio
catalitico especifico da
prostaglandina 5 (PDE4D5).
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foram utilizadas para avaliar a
resposta de constricao e
relaxamento.

Bergapten (BER) Um modelo murino de asma Foi capaz de suprimir a ativacdo de | Wang et al.,
induzida por OVA foi estabelecido | mastdcitos mediada pelo receptor 2024
CAS: 484-20-8 para examinar os efeitos MRGPRX2, inibindo a expressao
Férmula molecular: antiasmaticos do BER. O influxo da proteina nuclear NR4ALl e,
C1oHgO, de célcio (Ca?*), a B- assim, reduzindo as reagdes
hexosaminidase e a liberacdo de | alérgicas e inflamatoérias na asma.
Nome IUPAC: 4- histamina foram utilizados para
metoxifuro[3,2- avaliar a degranulacao de
glcromen-7-ona mastécitos (MC) in vitro. O
sequenciamento de RNA (RNA-
Seq) foi utilizado para estudar o
perfil de expressdo génica. RT-
PCR e Western blot foram
realizados para examinar a
expressdo das moléculas-alvo.
Nodakenina Modelo murino in vivo de asma Reduziu tanto a infiltrag&o de Xiong et al.,
alérgica cronica, utilizando células inflamatérias quanto a 2014
CAS: 495-31-8 camundongos BALB/c espessura da parede brénquica,
Formula molecular: sensibilizados com OVA. Grupos: | assim como a deposicdo de
CaoH2400 Controle negativo: camundongos | colageno nas vias aéreas de
sensiveis a OVA recebendo camundongos tratados com essa
Nome IUPAC: (2R)-2-[2- | veiculo (sem nodakenina). substancia. Diminuiu os niveis de
[(2S,3R,4S5,5S,6R)- Grupos tratados: nodakenina em IL-4, IL-5, IL-13, MMP-2 e MMP-9
3,4,5-tri-hidroxi-6- 3 doses diferentes (5, 10 e 20 no fluido de lavagem
(hidroximetil)oxan-2- mg/kg) administradas por via oral | broncoalveolar (BALF). Também
illoxipropan-2-il]-2,3-di- | antes de cada desafio com OVA. | reduziu a IgE especifica para OVA
hidrofuro[3,2-g]cromen- no soro.
7-ona
Derivados Este trabalho relata a Os resultados indicaram que 0s Sanchez-
cumarinicos semissintese, a avaliacao in vitro | derivados de éter 1-3, 7-9 e 13-15 | recillas et al.,
do relaxamento traqueal em ratos | exibiram a melhor atividade 2014

e estudos de relacdo estrutura-
atividade (SAR) de 18 cumarinas.
Todos os compostos foram
avaliados (0,1-500 yM) em
contracao induzida por carbacol
(1 MM, agonista colinérgico
muscarinico) em anéis traqueais
de ratos; e a teofilina (inibidor da
fosfodiesterase) foi utilizada como
controle positivo. Os compostos
avaliados foram utilizados em
concentragdes que permitiram a
determinacédo de Emax e EC50
em comparagao com a teofilina.

relaxante (Emax = 100 %), sendo o
composto 2 (42 yM) o mais
potente. Na relagéo estrutura-
atividade (SAR), os derivados com
pequenos grupos éter (metil, etil
propil) nas posicdes 6 e 7 tendem a
promover maior relaxamento na
traqueia. Os ésteres foram menos
ativos que os éteres. Grupos metil
adicionais podem modular a
atividade, sugerindo a importancia
da hidrofobicidade e do tamanho
na estrutura da cumarina.




Figura 3. Estruturas quimicas das cumarinas dos artigos selecionados

Columbianadina Acido cumarinico bordnico

Bergapten (BER) Nodakenina
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O artigo de Lim e colaboradores (2014) relataram os efeitos anti-inflamatorios

das raizes de Angelica decursiva e seu principal composto ativo, columbianadina,

um derivado de cumarina, nas vias aéreas. Esta planta tem sido tradicionalmente

usada na medicina para tratar varias condicdes respiratérias, incluindo tosse, asma

e bronquite. Este estudo foi conduzido tanto in vitro quanto in vivo. In vitro, células

epiteliais pulmonares (A549) e macrofagos alveolares (MH-S) foram usados para

examinar marcadores inflamatérios como interleucina-6 (IL-6) e 6xido nitrico (NO). In
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vivo, um modelo murino de lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo
(LPS) foi usado, e a inflamacao pulmonar foi medida pela contagem de células no
fludo de lavagem broncoalveolar (BALF) e analise histopatologica. A
columbianadina demonstrou forte atividade inibitéria na resposta inflamatéria de
células A549 tratadas com IL-1B e células MH-S tratadas com LPS, além de inibir a
producdo de NO por meio da regulacdo negativa da sintese induzivel de NO. O
composto também demonstrou atividade inibitéria significativa contra a inflamacéao
pulmonar induzida por LPS em camundongos, com doses variando de 20 a 60
mg/kg. Em relagdo as implicacdes clinicas deste estudo, os autores destacaram que
a columbianadina possui propriedades anti-inflamatoérias significativas e sugeriram
seu potencial para o tratamento de condi¢cdes respiratorias inflamatérias, como asma
e doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). No entanto, os autores afirmaram
gue sdo necessarios estudos clinicos para confirmar esses achados em humanos e
para explorar os potenciais efeitos colaterais e a dosagem ideal.

O artigo de Bazan-Socha e colaboradores (2022) conduziu um estudo em
humanos, 74 pacientes com asma atendidos no Ambulatério do Departamento de
Alergia e Imunologia Clinica, Hospital Universitario, CracOvia, na Pol6nia. O
diagnostico de asma e a gravidade da doenca (doenca leve, moderada e grave)
foram estabelecidos com base na diretriz atual da Global Initiative for Asthma
(GINA), e o controle dos sintomas foi avaliado com base no resultado do Asthma
Control Test (ACT) (asma bem controlada, ndo bem controlada e muito mal
controlada). Os autores exploraram a relacdo entre o estresse oxidativo e a asma,
focando especificamente em como o aumento de espécies reativas de oxigénio
(ROS) contribui para a inflamacdo e remodelacdo das vias aéreas. Os autores
utilizaram um ensaio inovador baseado em acido borénico de cumarina (CBA) para
monitorar em tempo real a formacéo de hidroperoxidos proteicos (HP) no sangue
periférico de pacientes asmaticos comparados com controles saudaveis. Os
resultados mostraram um aumento significativo do estresse oxidativo sistémicos em
individuos com asma. Especificamente, a formacdo de HP foi 35% mais rapida e
58% maior nos pacientes asmaticos, refletindo um aumento no estresse oxidativo.
Este aumento no estresse oxidativo foi inversamente correlacionado com a funcéo
pulmonar, sugerindo que quanto maior o estresse oxidativo, pior a fungédo pulmonar.
No entanto, ndo houve correlagao significativa com a gravidade da asma ou medidas

histologicas de remodelacdo das vias aéreas. Além disso, a geracdo de HP foi
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positivamente associada a varios marcadores inflamatérios tanto no sangue quanto
no fluido de lavagem broncoalveolar (BAL), incluindo proteina C-reativa e
interleucinas (IL-6, IL-12). Portanto, os achados sugerem que o controle adequado
da doenca pode reduzir o estresse oxidativo e, consequentemente, melhorar a
funcdo pulmonar e diminuir a inflamacdo das vias aéreas. Em resumo, o estudo
destaca a importancia de abordar o estresse oxidativo como parte do tratamento da
asma, apontando para potenciais intervencdes terapéuticas que possam suavizar 0s
efeitos deletérios do estresse oxidativo em pacientes asmaticos.

No estudo conduzido por Wijerathne e colaboradores (2017) investigaram 0s
efeitos da imperatorina (IMP), uma furanocumarina ativa isolado de Angélica
dahurica (Apiaceae), sobre a inflamacéo das vias aéreas e a hipersecrecdo de muco
em um modelo murino de asma induzida por ovalbumina. Os principais achados dos
autores revelaram que o IMP reduziu significativamente a produgao de interleucina
IL-4, IL-5, IL-13, eotaxina_e imunoglobulina IgE no fluido broncoalveolar (BALF). Os
autores sugerem ainda que os efeitos benéficos da imperatorina podem estar
associados a inibicdo das vias NF-kB e proteinas cinases ativadas por mitdgeno
(MAPKs). Com isso, foi concluido que o IMP pode ser um potencial agente
terapéutica para o tratamento da asma, devido a sua capacidade de atenuar a
inflamacdo das vias aéreas e a hipersecrecdo de muco, especialmente em casos
onde a inflamacao e o excesso de muco sao preocupacdes predominantes.

No ano anterior Lin e colaboradores (2016) ja haviam estudado os efeitos da
IMP em um modelo de asma alérgica mediada por células T auxiliares tipo 2 (Th2). E
nos resultados obtiveram aumento na populacdo de células T reguladoras (Tregs)
produtoras de IL-10, uma citocina anti-inflamatdria, o que contribuiu para a
supressédo da resposta inflamatoria alérgica. Além disso, a IMP alterou a funcao das
células dendriticas, favorecendo tolerancia imunolégica em vez da resposta alérgica,
0 gque esté associado ao aumento da indugéo de células Tregs. Também houve uma
diminuicdo nos niveis de citocinas Th2 (como IL-4, IL-5 e IL-13), que s&o
mediadoras chaves da inflamacéao alérgica.

Hsieh e colaboradores (2022) avaliaram o efeito da IMP no tratamento da
asma alérgica induzida pelo acaro Dermatophagoides pteronyssinus em
camundongos e obtiveram como resultados a supressdo da resposta Th2, que é
responsavel pela producdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-4, IL-5, e IL-13,

levando a uma diminuicdo na producdo de IgE e IgGl, que estad associada a
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resposta alérgica. Por outro lado, a especificidade relacionada a Thl para lgG2a
aumentou significativamente nos camundongos tratados com imperatorina, 0 que &
positivo, pois além de limitar a inflamacé&o, fornece protecéo contra a inflamacao do
trato respiratério induzida pela asma alérgica. Esses resultados revelaram que a
imperatorina equilibra as citocinas Thl e Th2 em camundongos com asma alérgica
induzida por Dermatophagoides pteronyssinus.

Ja os autores Wang e colaboradores (2021) propuseram a utilizacdo do IMP
envolvendo um mecanismo de inibicdo do receptor MRGPRX2 e a interrupcdo da
sinalizacao das proteinas CamKIl e ERK, que sdo componentes chave nas cascatas
de sinalizacao celular envolvidas na ativacao dos mastdcitos. Segundo os autores, 0
receptor MRGPRX2 acoplado a proteina G é expresso em mastocitos e é um dos
receptores enddgenos responsaveis pela ativacdo independente de IgE de
mastécitos humanos. O estudo envolveu uma combinacdo de experimentos in vitro,
in vivo e andlises computacionais para investigar o efeito do IMP na inflamagé&o
alérgica mediada por mastocitos. Os principais resultados obtidos pelos autores
foram: inibicdo da degranulacdo dos mastécitos, o IMP reduziu a degranulagdo dos
mastocitos in vitro, de maneira dependente da concentracdo, significando que um
menor niumero de mediadores inflamatorios foram liberados. Reduc¢do da producéo
de citocinas pro-inflamatorias, diminuiu a producdo de citocinas como IL-4, IL-6 e
TNF-a, que desempenham papéis importantes na resposta inflamatéria alérgica;
inibicdo da via de sinalizagdo CamKII/ERK, nos experimentos de sinalizagéo celular,
foi observado que a imperatorina reduziu a fosforilagdo das proteinas CamKIl e
ERK, componentes importantes na ativacdo de mastocitos, sugerindo que a
imperatorina interfere diretamente na via de sinalizacdo intracelular que leva a
inflamacgé&o; bloqueio do receptor MRGPRX2, o IMP mostrou forte afinidade pelo
receptor MRGPRX2, inibindo sua ativagdo em mastdécitos, o que foi confirmado tanto
nos experimentos in vitro quanto no ensaio de docking molecular; eficacia in vivo,
em modelos murinos de inflamacdo alérgica das vias aéreas, reduziu
significativamente a inflamac&o pulmonar, a infiltracdo de células inflamatorias e a
producdo de muco, demonstrando potencial terapéutico contra a asma alérgico.

Semelhante ao estudo anterior, os autores Callahan e colaboradores (2020)
investigaram a inibicdo do mesmo receptor MRGPRX2 nas células mastocitarias
com um outro derivado cumarincio, o osthol. Nesse artigo os autores discutem como

o osthol afeta dois processos criticos na ativacdo das ceélulas mastocitarias
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mediadas pelo receptor MRGPRX2, a mobilizacdo de calcio intracelular (Caz*) e a
degranulacdo. O ostol inibiu significativamente a mobilizacdo de Ca?* apdés a
ativacdo de MRGPRX2, interferindo diretamente no processo de ativacdo das
células mastocitarias, diminuindo a degranulacdo induzida por MRGPRX2
prevenindo a resposta inflamatéria. O osthol reduziu também a producdo de
guimiocinas e citocinas, como o TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-8, que
desempenham papéis cruciais na inflamac¢ao. Em modelos in vivo o osthol foi usado
para avaliar sua capacidade de atenuar a inflamacdo dependente de células
mastocitarias, reducdo do edema e da infiltracdo de células inflamatérias foi
observada nos locais afetados. Foi utilizado também estudos de docking molecular
para investigar as interacdes entre o osthol e o receptor MRGPRX2. Essa interagao
foi mediada por ligacfes de hidrogénio e interaces hidrofébicas, que sdo essenciais
para a estabilizacdo do osthol no sitio ativo do receptor. Os residuos-chave
identificados incluem aminoacidos localizados na regido transmembranar, que séo
responsdaveis pela transmissdo do sinal intracelular apos a ativacdo de MRGPRX2.
O osthol, ao se ligar nesses locais, bloqueia ou diminui a capacidade do receptor de
transmitir sinais que levariam a degranulacéo.

Wang e colaboradores (2023) investigaram também os efeitos do IMP sobre o
remodelamento das vias aéreas em um modelo de asma brénquica, focando em
como o composto pode modular a via de sinalizagdo S1PR2/STAT3, que esta
envolvido no processo inflamatério e na mudanca estrutural das vias respiratorias
associadas a asma. Os autores observaram que o IMP foi capaz de reduzir
significativamente o espessamento da camada muscular das vias aéreas e a
deposicao de colageno em modelos experimentais de asma brénquica. Assim como
inibiu a ativacdo da via S1PR2/STAT3, destacada como um importante alvo
terapéutico para o tratamento de doencas pulmonares inflamatérias, reduzindo os
niveis de expressdo da proteina S1PR2 e da proteina STATS3 fosforilada (p-STAT3)
nos pulmdes de camundongos asmaticos tratados com a substancia. Isso sugere
gue a imperatorina exerca seus efeitos de prevencao dessa via de sinalizacéo, que é
conhecida por promover inflamacdo e remodelamento em doencas pulmonares.
Além de reduzir o remodelamento, também apresentou efeitos anti-inflamataérios,
como a diminui¢do da infiltrac&o de células inflamatdrias e da producgéo de citocinas
pro-inflamatorias (IL-6, IL-13 e TNF-a) nos pulmdes. Em virtude disso, os autores

sugerem que a IMP se destaca com um potencial terapéutico especialmente em
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casos especificos em gque as vias respiratérias se tornam espessas devido a lesdes
pulmonares prolongadas.

Chiang e colaboradores (2017) exploraram os efeitos antialérgicos do osthol
em camundongos asmaticos e investigou suas a¢cfes imunomoduladoras em células
dendriticas (DCs) e células T. Como resultados principais foram observados uma
reducdo significativa da inflamacdo das vias aéreas, diminuicdo da producdo de
muco, e menor infiltracdo de eosindéfilos nos pulmdes dos camundongos com asma
alérgica. Além disso, o osthol exerce efeitos imunomoduladores importantes sobre a
maturacdo e funcdo das células dendriticas, que s&o células apresentadoras de
antigenos cruciais na ativacdo das células Th2, reduzindo a producéo de citocinas
associadas a essa resposta, como IL-4, IL-5 e IL-13, que sdo mediadores chave na
patogénese da asma alérgica. E, como efeitos imunomoduladores o estudo
destacou que o osthol ndo s6 suprime a resposta alérgica, mas também modula a
funcdo do sistema imunoldgico de forma mais ampla, impactando a maturacédo e a
funcdo das células dendriticas e, consequentemente, a resposta imune adaptativa.

A pesquisa conduzida por Jin e colaboradores (2018) abrangendo estudos in
vitro e in vivo para avaliar o potencial anti-inflamatorio do osthol, observaram uma
reducéo significativa da producéo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-q,
apos estimulacdo com lipopolissacarideo (LPS), além de inibir tanto a degradacao
do anticorpo Ik B- aestimulada por LPS, como a translocacdo nuclear da
subunidade p65 de NF- kB, mecanismos essenciais na mediacdo da resposta
inflamatoria. Segundo os autores, os resultados indicam que o osthol exerce um
efeito protetor contra a lesdo pulmonar aguda, principalmente através da supressao
da inflamacdo dependente do NF-kB, sugerindo que o osthol pode ser um agente
anti-inflamatério promissor para o tratamento de choque séptico e lesdo pulmonar
aguda.

O osthol também foi estudado por Tang, Liu e Zhang (2022), sobre a
apoptose induzida por TGF-B no epitélio pulmonar e a transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT) na asma pediatrica, demonstrando capacidade de inibir a EMT,
um processo chave na remodelacdo das vias aéreas, suprimindo a expressao de
marcadores mesenquimais e restaurando a expressdo de marcadores epiteliais,
além de se mostrar eficaz em inibir a apoptose das células epiteliais pulmonares
induzidas pelo TGF-B. Através de experimentos in vitro, observou-se que o

tratamento com osthol reduziu significativamente a expressao de proteinas pro-
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apoptéticas, como caspases, € aumentou a expressao de proteinas anti-apoptoticas.
Em relacdo a modulacao das vias de sinalizacéo, o estudo indicou que o osthol atua
bloqgueando a ativacdo das vias de sinalizacdo SMAD e MAPK, que sdo ativadas
pelo TGF-B e estdo envolvidas na apoptose e EMT. Sugerindo que a capacidade do
osthol de modular essas vias de sinalizagdo pode abrir novas oportunidades para
intervencdes que visam prevenir o agravamento da asma ao preservar a integridade
do epitélio pulmonar e limitar a remodelacdo das vias aéreas.

Yang e colaboradores (2020) estudaram o mesmo composto, osthol, porém
focada na via de sinalizagéo IL-33/ST2, que é conhecida por desempenhar um papel
crucial na resposta inflamatéria e no desenvolvimento de asma. O receptor de IL-33,
ST2, é altamente expresso em células linfoides inatas do grupo dois (ILC2s), células
Th2, mastécitos, eosindfilos e células natural killer (NK). O presente estudo
examinou os efeitos antiasmaticos do osthol em camundongos e teve como objetivo
elucidar os mecanismos subjacentes envolvendo a via IL-33/ST2. Os principais
resultados foram a reducédo da inflamacao pulmonar através da infiltracdo de células
inflamatdrias, especialmente eosinofilos nos pulmdes dos camundongos, mostrando
uma reducdo notadvel no espessamento das paredes das vias aéreas e ha
hiperplasia do epitélio das vias respiratdrias, observados na analise histopatolégica
dos pulmdes. Inibicdo da sinalizacdo IL-33/ST2, ambos fundamentais na promocao
da resposta inflamatéria na asma. Além disso, houve uma redugdo nas citocinas
inflamatorias associadas e essa via, incluindo IL-4, IL-5 e IL-13, que estédo
relacionadas a inflamacéo alérgica e a hiperresponsividade das vias aéreas. A
imunoglobulina E (IgE), que é critica na resposta alérgica, também apresentou niveis
diminuidos nos camundongos tratados com osthol, sugerindo que o composto pode
atenuar a sensibilidade alérgica.

Em um estudo anterior conduzido pelos autores Wang e colaboradores (2017)
também com o osthol, buscaram determinar seus efeitos na asma alérgica em um
modelo murino de asma induzido por ovoalbumina (OVA). No experimento, 0s
camundongos foram sensibilizados e desafiados com OVA para induzir um quadro
asmatico, apresentando inflamacdo das vias aéreas, aumento de muco e
hiperresponsividade brénquica. O tratamento com osthol resultou em uma redugéo
significativa na inflamagcdo, na producdo de muco e na hiperresponsividade
brénquica em camundongos quando comparados ao grupo de controle. Os autores

também observaram uma reducao na secrecao de citocinas inflamatorias, como IL-4,
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IL-5 e IL-13, indicando que o osthol pode modular a resposta imune Th2, tipica em
casos de asma alérgica.

Li e colaboradores (2021) demonstraram que o osthol inibiu a inflamacéo das
vias aéreas e a ativacao de macréfagos em um modelo murino de asma induzida por
OVA. O osthol pode suprimir a ativacdo de macroéfagos induzida por IL-4, incluindo
proliferacdo celular, migracéo celular e producao de citocinas do tipo M2. Os efeitos
inibitérios dessa cumarina podem ser mediados pela via de sinalizagdo NF-kB/MIF
(fator nuclear-kappa B/fator inibitério de macrofago). Essa via, NF-kB/MIF, exerce
um papel significativo na ativacdo de macréfagos induzida por IL-4. As atividades
biolégicas dos macrofagos incluem proliferacéo celular, migracéo celular e secrecéo
de citocinas do tipo M2.

No artigo de Wang e colaboradores (2020), foram investigados o0s
mecanismos pelos quais o osthol exerce efeitos broncodilatadores, a fim de explorar
seu uso para melhorar a funcdo pulmonar em pacientes asmaticos. As principais
descobertas foram: O relaxamento das pequenas vias aéreas nas fatias de pulméo
de camundongos pré-contraidas com substéncias como metacolina (um agente
broncoconstritor), os efeitos relaxantes foram dependentes da concentracdo. Além
de prevenir a contracdo muscular, também reverteu a contracdo das vias aéreas ja
induzida pela metacolina, o que reforca sua capacidade broncodilatadora, segundo
os autores. Ainda mostrou-se eficaz em relaxar as vias aéreas de forma comparavel
a broncodilatadores convencionais usados no tratamento da asma, como a teofilina
e o isoproterenol. Os autores também averiguaram se 0s canais de calcio do tipo L
(Cavl.2) e os canais TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) desempenham
um papel no efeito de relaxamento das vias aéreas induzido pela osthol. Eles
utilizaram bloqueadores especificos, como o nifedipino, para testar se esses canais
estavam envolvidos no mecanismo de relaxamento induzido pela osthol, o resultado
mostrou que o bloqueio ndao afetou no relaxamento. Os autores investigaram
também se o osthol tem um efeito sinérgico ou aditivo quando combinada com o
albuterol, um broncodilatador p2-agonista comumente utilizado no tratamento da
asma. A combinacgé&o de osthol com albuterol resultou em um maior relaxamento das
vias aéreas em comparacdo com o albuterol isolado, o que pode ser especialmente
atil em pacientes que ndo respondem de forma satisfatéria ao uso isolado de B2-
agonistas. Sabendo que em pacientes asmaticos, o uso prolongado de 2-agonistas

pode levar a dessensibilizacdo dos receptores [(2-adrenérgicos, tornando os
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tratamentos menos eficazes. As vias aéreas dos camundongos foram tratadas com
albuterol repetidamente, causando a dessensibilizacdo dos receptores [2-
adrenérgicos, o que levou a uma diminui¢cdo da resposta ao albuterol, e mesmo apos
a dessensibilizados, o osthol foi capaz de induzir relaxamento significativo das vias
aéreas. Os autores exploraram os mecanismos moleculares pelos quais o osthol
induz o relaxamento das vias aéreas, focando no papel da via de sinalizacdo do
AMPc (Adenosina Monofosfato Ciclico) e da PKA (Proteina Quinase A), um
mecanismo molecular proposto subjacente ao relaxamento das vias aéreas induzido
pelo osthol. As células do musculo liso das vias respiratorias (ASM) secretam PGE2
gue ativa EP2 e EP4 acoplados a Gs para estimular a adenilil ciclase (AC) a produzir
AMPc que é rapidamente degradado por PDE4D (fosfodiesterase 4) na musculatura
lisa. Osthol inibe a atividade de PDE4D para amplificar a sinalizacdo autécrina de
PGE2 e aumenta os niveis de AMPc, levando ao relaxamento das vias aéreas
mediado por ASM e dependente de AMPc/PKA. Aqui, o osthol aumentou
significativamente os niveis intracelulares de AMPc nas células musculares lisas das
vias aéreas humanas (ASM), ativando a PKA, que além de promover a abertura de
canais de potassio e a reducdo da concentracdo de célcio intracelular, fosforila e
inibe proteinas que promovem a contracdo muscular, facilitando o relaxamento das
vias aéreas. Quando os autores bloquearam a via AMPc-PKA com inibidores
especificos, o efeito relaxante do osthol foi reduzido significativamente, sugerindo
gue essa via é crucial para 0 mecanismo de acao do osthol no relaxamento das
células ASM. Na sinalizacdo autécrina mediada pela prostaglandina E2 (PGE2) por
meio dos receptores EP2 e EP4 (principais receptores envolvidos no relaxamento)
nas ceélulas musculares lisas, o osthol foi capaz de potencializar a ativacdo dos
receptores EP2 e EP4, os quais estdo acoplados a via de sinalizacao do AMPc,
promovendo o aumento do AMPc intracelular e, consequentemente, o relaxamento
das células ASM, mostrando que por meio da amplificacdo da sinalizacdo PGE2
autocrina pelos receptores EP2 e EP4 com osthol pode ajudar a aumentar o
relaxamento das vias aéreas em condicOes asmaticas, onde a contratilidade do
musculo liso é exacerbada. Os autores descobriram que a PDE4 (fosfodiesterase 4),
uma enzima que degrada o AMPc, tem um papel central na regulacéo da sinalizagao
autocrina de PGE2, quando o uso de inibidores especificos da PDE4, como rolipram,
resultou em uma elevacéo dos niveis de AMPc e intensificou o efeito broncodilatador

da PGE2 nas células ASM., sugerindo que a PDE4 age como um regulador negativo
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da sinalizacdo autécrina de PGEZ2, limitando a duragcdo e a intensidade do
relaxamento muscular nas vias aéreas, observado tanto em experimentos in vitro
guanto em modelos in vivo. Os autores ainda relatam que o osthol foi capaz de inibir
a atividade da PDE4D5 (subfamilia de fosfodiesterase D, subtipo cinco), uma
isoforma especifica da PDE4D, de maneira seletiva com uma inibigdo significativa
dessa isoforma em comparacdo com outras variantes da PDE4. Essa seletividade é
importante, pois a inibicdo de subtipos especificos de PDE4 pode reduzir os efeitos
colaterais comuns associados a inibidores de PDE4 de amplo espectro, como
nausea e vbmito. E ainda apresentaram dados estruturais sobre como o osthol
interage com a isoforma PDE4D5 da fosfodiesterase 4. A analise da estrutura
cristalina revelou que o osthol se liga diretamente ao dominio catalitico da PDE4D5.
Essa ligacdo ocorre em um local especifico que € crucial para a atividade enzimatica
da fosfodiesterase. A estrutura cristalina forneceu detalhes sobre a conformacéo do
osthol e os residuos de aminoacidos na PDE4D5 que interagem com 0 composto.
Em relacdo ao mecanismo de inibicdo, a ligacdo do osthol ao dominio catalitico
impede a interagdo da enzima com seu substrato, 0 AMPc. Essa inibigdo resulta em
uma diminui¢do na degradacdo do AMPc, aumentando assim o0s niveis intracelulares
desse mensageiro e promovendo o relaxamento das células musculares lisas das
vias aéreas. A analise estrutural sugere que o osthol pode induzir mudancas
conformacionais na PDE4D5, o que € uma caracteristica comum de inibidores de
enzimas. Ainda foi examinada uma regido especifica da PDE4D5, chamada de
regido conservada a montante dois (UCR2), como essa regido influencia a interagéo
entre o osthol e a enzima, e os resultados mostraram que na presenca da UCR2 o
osthol se liga mais fortemente ao dominio catalitico da PDE4D5, sugerindo que essa
regido pode facilitar uma conformacao que otimiza a interagdo com 0 composto.
Bergapten (BER) é uma furanocumarina naturalmente isolada de plantas
pertencentes a familia Apiaceae, estudada pelos autores Wang e colaboradores
(2024) em relacdo aos seus efeitos inibitérios na ativacdo de mastocitos (MCs)
mediada por MRGPRX2, por meio do modelo de asma. O MRGPRX2 trata-se de
uma proteina G X2, um novo receptor que pertence aos receptores acoplados a
proteina G (GPCRSs) e esta envolvido na ativacdo de MCs independentes de IgE,
gue mediam reac¢des pseudoalérgicas induzidas por medicamentos. Neste trabalho
0 BER demonstrou capacidade de suprimir a ativacdo dos mastécitos mediada pelo

receptor MRGPRX2, inibindo a expressdo da proteina nuclear NR4A1l, essencial
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para a ativacdo dos mastocitos. Com isso, 0os autores sugerem que o BER pode ser
uma nova abordagem terapéutica para doencas respiratérias inflamatérias ao visar
especificamente a via de sinalizacdo MRGPRX2/NR4A1, com potencial de reduzir
reacdes alérgicas e inflamatodrias sem causar grandes efeitos colaterais.

Xiong e colaboradores (2014) investigaram o potencial antiasmatico da
nodakenina, um glicosideo cumarino em um modelo animal de asma alérgica. Os
autores observaram menor infitracdo de células inflamatérias, especialmente
eosindfilos, reducdo nos niveis de citocinas inflamatérias como IL-4, IL-5, e IL-13 no
BALF, diminui de forma significativa a espessura da parede bronquica e a deposi¢éo
de colageno nas vias aéreas dos camundongos tratados com nodakenina. Portanto,
esses resultados indicam que o composto pode atenuar as alteracfes estruturais
cronicas nas vias aéreas, a reducdo da inflamacdo e hiperresponsividade
associadas a progressao da asma.

E no trabalho dos autores Sanchez-Recillas e colaboradores (2014)
abordaram trés principais aspectos envolvendo semi-sintese, avaliacdo in vitro e
Estudos de Relacdo Estrutura Atividade (SAR). Em relacdo aos resultados obtidos,
0s autores conseguiram gerar uma série de novos derivados de cumarinas, 0s quais
mostraram uma variedade de caracteristicas fisico-quimicas, sugerindo potencial
para atividade biolégica no tratamento da asma. Foi observado que a adicdo do
grupo éter (metil, etil e propil) na posicao sete ou posicdes seis e sete das cumarinas
levam a efeitos relaxantes significativos, enquanto a formacdo de ésteres gerou
compostos menos ativos. O composto que obteve um maior destaque em relacéo a
potencia apresentou um efeito relaxante maximo de 100% (Emax) COmM uma
concentracdo ECsy de 42 uM como demnostrado na Figura 4, mostrando-se quatro
vezes mais ativo que a teofilina (controle positivo). Esses achados sugerem que o
aumento da cadeia lipofilica na posicdo seis e/ou sete do esqueleto da cumarina
aumenta o efeito relaxante nos anéis tragueais de ratos. Os autores ainda
propuseram a construcdo de um modelo farmacoférico e de uma nova molécula
projetada (Figura 4), com base nas moléculas mais ativas tratadas neste estudo.
Essa parte do estudo foi baseada em resultados experimentais e descricdo das
principais caracteristicas quimicas compartilhadas pelos derivados cumarinicos mais
ativos. Segundo os autores, uma inspec¢do quimica da estrutura molecular sugere
uma incorporacdo do grupo metil na posicdo quatro, bem como substituicdes etoxi

nas posigoes seis e sete.
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Figura 4. Composto mais ativo 1 e molécula sugerida pelos autores 2
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Fonte: Adaptado de Sanchez-Recillas (2014).

De modo geral todos os artigos analisados relatam a efetividade das
cumarinas e seus derivados no tratamento da asma. No entanto, aquelas de maior
destaque pelos autores foram apenas duas, imperatorina e osthol, com cinco e oito
artigos, respectivamente, apesar de os efeitos anti-inflamatérios das cumarinas e
seus derivados ja serem bem relatados na literatura. De acordo com os resultados
das pesquisas, ambas as substancias forneceram respostas celulares do tipo Thl e
Th2, assim como mediadores quimicos, histamina, prostaglandinas e leucotrienos,
no processo crucial da asma que € a inflamacgéo, seguida de contracdo exacerbada
do musculo liso, deposicdo de colageno e secrecdo mucosa, podendo chegar a
remodelagdo estrutural, quando a intensidade € persistente. Os autores também
demonstraram os mecanismos pelos quais esses eventos ocorreram, destacando
como essas duas cumarinas podem atuar nessas vias, atenuando 0s principais
eventos da asma. No entanto, enfatizaram a necessidade de mais pesquisas sobre
guais mecanismos as cumarinas e seus derivados atuam no tratamento dessa
patologia. Em relacdo a toxicidade e/ou efeitos adversos associados as cumarinas,
nenhum dos artigos selecionados deixou isso claro, pois ndo mencionaram esses
valores na secdo de resultados. Embora os estudos incluidos nesta revisdo nédo
tenham abordado diretamente aspectos toxicolégicos, as evidéncias disponiveis
indicam que as cumarinas podem apresentar potencial hepatotoxico de forma
dependente da dose, da duracdo e do metabolismo. Essa toxicidade esta
principalmente associada ao metabolismo mediado pelo citocromo P450 e a
formacdo de metabdlitos reativos, levando ao estresse oxidativo, disfuncao
mitocondrial e lesdo hepatocelular, particularmente em modelos animais. Em
humanos, a hepatotoxicidade induzida por cumarinas parece ser rara e geralmente
reversivel, com relatos de elevacdes transitérias nas enzimas hepaticas em uma
pequena proporcao de individuos, o que destaca a importancia do monitoramento da
funcdo hepatica durante o uso terapéutico prolongado ou em altas doses (YANG et

al., 2020; ZHU; JIANG, 2018). Em conclusdo, as cumarinas e seus derivados sao
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candidatos promissores para o tratamento da asma. No entanto, o0 avangco no
desenvolvimento dessas moléculas como candidatos terapéuticos requer estudos
adicionais voltados a caracterizacdo mecanistica, otimizacédo estrutural, avaliacao
farmacocinética e toxicolégica, bem como validagdo experimental em modelos pré-
clinicos e clinicos. A obtencdo dessas informacfes podera ampliar a compreenséo
do potencial farmacologico das cumarinas e fortalecer sua aplicabilidade no

tratamento da asma.
4 CONCLUSAO

A busca bibliografica realizada nesta revisdo sistematica sobre o efeito
antiasmatico das cumarinas e seus derivados, rendeu um quantitativo de dezoito
artigos envolvendo estudos in silico, in vitro e in vivo. Desses artigos, houve um
destaque especial para duas cumarinas, imperatorina e osthol, as quais foram
exploradas por cinco e oito artigos, respectivamente, envolvendo efeitos relaxantes,
anti-inflamatorios e estruturais das vias aéreas, eventos importantes da asma. Os
autores também mostraram que assim como algumas vias de sinalizagao,
CamKIL/ERK, S1PR2/STAT3, SMAD/MAPK, MRGPRX2/NR4A1 e AMPc/PKA, como
receptores especificos, Cavl.2, TRPV1 e PDE4D5 sao importantes quando ativados
ou inibidos pelas cumarinas, com o0 objetivo de obter respostas efetivas contra a
asma. Concluindo os resultados promissores catalogados nesta revisdo sistematica
juntamente com a carencia de dados envolvendo tanto toxicidade e efeitos adversos,
guanto a exploracdo de outras estruturas cumarinas, jA que seu efeito contra
inflamacdo é bem demostrado na literatura, sugerem que esta é uma area de

pesquisa com significativo potencial de exploracéo e expansao.
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Resumo:

Modelos QSAR foram desenvolvidos a partir de 21 analogos cumarinicos descritos
na literatura com atividade relaxante de traqueia, contemplando diferentes
estratégias de modelagem e sele¢do de descritores moleculares. A partir desses
modelos, cinco cumarinas projetadas ou comercialmente disponiveis foram
avaliadas in silico, apresentando previsbes de atividade dentro de uma faixa
satisfatoria, para futuras validacdes experimentais. Caracteristicas desejaveis foram
grupos substituintes apolares nas posicoes 6 e 7, bem como metil em 4. Em
paralelo, a 7-hidroxicumarina (umbeliferona - HXC) presente na quimioteca do
Laboratorio de Farmacologia Experimental da UNIVASF (LAFEX), foi submetida a
ensaios in vivo para avaliacdo do potencial expectorante e antitussigeno. A HXC
revelou um efeito antitussigeno robusto em modelos animais, sem atividade
expectorante associada e sem sinais de toxicidade até a dose de 300 mg/kg, sendo
ativa nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg. O mecanismo indicou que o efeito
antitussigeno da HXC depende da integridade do sistema opioide (antagonizado por
naloxona). Estudos de docking molecular ndo evidenciaram interacdo direta
relevante entre a HXC e receptores opioides, sugerindo um mecanismo indireto de
modulacao do reflexo da tosse. Em conjunto, os resultados evidenciam que, embora
pertencentes a mesma classe quimica, as cumarinas podem apresentar perfis
farmacoldgicos distintos e complementares no contexto da fisiopatologia da asma.
Enquanto a modelagem QSAR contribuiu para a identificacdo de caracteristicas
estruturais associadas a atividade relaxante de tragueia, a HXC destacou-se como
um agente antitussigeno eficaz por mecanismos independentes da modulacéo direta
de receptores opioides. Esses achados reforcam o potencial das cumarinas como
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um arcabouc¢o quimico versatil para a descoberta de novas abordagens terapéuticas
direcionadas a diferentes componentes da asma, incluindo broncoconstricado e tosse,
além de evidenciar o papel da serendipidade aliada a estratégias de modelagem
racional no desenvolvimento de compostos bioativos.

Palavras-chave: 7-hidroxicumarina.  Antitussigeno. Antiasméatico. Toxicidade.

QSAR.

1 INTRODUCAO

A asma é uma doenca inflamatéria crénica das vias aéreas caracterizada por
limitacdo variavel ao fluxo aéreo, hiperresponsividade bronquica e sintomas
respiratorios recorrentes, como dispneia, sibilancia, aperto toracico e tosse. Trata-se
de uma condicdo heterogénea, com multiplos fendétipos clinicos e mecanismos
fisiopatoldgicos, que representa importante problema de saude publica devido a sua
elevada prevaléncia e impacto na qualidade de vida dos pacientes (GINA, 2024;
PAPI; BRIGHTLING; PEDERSEN; REDDEL, 2018).

A tosse constitui um dos principais sintomas da asma e pode persistir mesmo
em pacientes com controle parcial da inflamac&o das vias respiratérias. Evidéncias
indicam que a tosse associada a asma esta relacionada a hiperresponsividade dos
receptores sensoriais das vias aéreas e a sensibilizagdo dos circuitos neurais
envolvidos no reflexo da tosse, o que contribui para sua condigcdo cronica e
dificuldade terapéutica (CHUNG; PAVORD, 2008; MORICE et al., 2020).

A modulacdo farmacoldgica do reflexo da tosse pode ocorrer por meio de
mecanismos centrais e periféricos, envolvendo diferentes neurotransmissores. Entre
0s antitussigenos classicos, os opioides, como a codeina, exercem seus efeitos
predominantemente por agao central, modulando a transmissao neural em regides
do tronco encefélico associadas ao reflexo da tosse. Esses farmacos atuam
principalmente sobre receptores y-opioides, embora seu uso clinico seja limitado por
efeitos adversos e potencial de dependéncia (TAKAHAMA; SHIRASAKI, 2007,
DICPINIGAITIS et al., 2014).

Nessa perspectiva, as cumarinas constituem uma classe de metabdlitos
secundarios amplamente distribuidos no reino vegetal e reconhecidos por um amplo
espectro de atividades farmacoldgicas. Diversos derivados cumarinicos apresentam
propriedades anti-inflamatoérias, antiespasmaodicas, broncodilatadoras e moduladoras

do sistema nervoso central, caracteristicas que os tornam candidatos promissores
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para a investigacdo no contexto de doencas respiratorias, incluindo a asma
(BORGES et al., 2005; STEINER; BRANCO; CUNHA; FERREIRA, 2019).

Entre as cumarinas simples, a umbeliferona tem despertado interesse devido
as suas diversas atividades biologicas relatadas, incluindo efeitos anti-inflamatorios
e moduladores de processos fisioldgicos relevantes. Apesar dessas evidéncias,
ainda sdo escassos 0s estudos que avaliem de forma integrada seu potencial
antitussigeno, bem como os mecanismos farmacolégicos envolvidos nessas acdes
(VENUGOPALA; RASHMI; ODHAV, 2013; LIN; CHENG; ZHENG, 2023).

A modelagem QSAR tem sido amplamente empregada como ferramenta in
silico para estabelecer relacdes quantitativas entre a estrutura quimica de
compostos e suas atividades biolégicas, permitindo a priorizacdo racional de
moléculas promissoras no processo de descoberta de farmacos. A integracdo de
modelos QSAR com a validagcdo experimental in vitro e in vivo tem se mostrado
particularmente relevante para aumentar a eficiéncia e a robustez da pesquisa
farmacologica, reduzindo custos e tempo de desenvolvimento (TODESCHINI;
CONSONNI, 2009; CHERKASOQV et al., 2014).

Neste estudo, empregou-se uma abordagem integrada de Quimica Medicinal
para investigar o potencial das cumarinas no contexto da fisiopatologia da asma.
Foram desenvolvidos modelos QSAR preliminares baseados em cumarinas com
atividade relaxante de traqueia descritas na literatura, visando identificar
caracteristicas estruturais associadas a esse efeito e priorizar moléculas
promissoras. Em paralelo, avaliou-se experimentalmente o potencial antitussigeno
da umbeliferona (7-hidroxicumarina), bem como os mecanismos farmacoldgicos
envolvidos, explorando perfis de atividade distintos e complementares dentro de

uma mesma classe quimica.

2 METODOLOGIA
2.1 PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS

2.1.1 Modelagem QSAR de analogos cumarinicos da literatura — Modelo |

Anélogos cumarinicos semissintéticos apresentados no trabalho de Sanches-
Recillas e colaboradores (2014) totalizando 21 compostos foram utilizados como
conjunto treinamento para realizacdo de modelagem QSAR, objetivando encontrar

descritores moleculares relevantes para uma maior poténcia antiasmatica, promover
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o design de possiveis analogos mais promissores, bem como usar a equacdo QSAR
para prever a tendéncia de novos compostos a serem testados na bancada. O
conjunto de dados desse artigo foi utilizado devido ser o Unico banco de dados de
cumarinas encontrado na literatura no periodo de desenvolvimento deste trabalho,
correspondendo a atividades biolégicas determinadas por um mesmo método e de
forma homogénea, importante em andlises QSAR. E importante esclarecer que os
estudos QSAR podem ser utilizados de forma genérica, para grandes bases de
dados, visando atender requisitos como predicdo de toxicidade, efeitos biol6gicos
estudados em larga escala (ex. Cancer), bem como verificagdo do potencial de
substancias por agéncias regulatérias (SANTOS et al., 2022). Adicionalmente, na
rotina de laboratérios de Quimica Medicinal, sintéticos e/ou de farmacologia, estudos
QSAR preliminares feitos com menores quantidades de amostras (dezenas) podem
elucidar alguns fatores que influenciam nos efeitos observados, contribuindo com os
avancos nas pesquisas (SANTOS et al.,, 2018; SANDOVAL et al.,, 2023). Neste
sentido, a base de dados homogénea encontrada, de cumarinas com efeito
relaxante em traquéia de ratos (SANCHEZ-RECILLAS et al., 2014), foi usada
visando fornecer a literatura uma elucidacéo inicial junto a um modelo matematico,
contribuindo ainda com as racionalizagbes do nosso grupo de pesquisas dentro da
classe das cumarinas. Apesar de o0 artigo ja considerar uma possivel relacdo
estrutura-atividade (SAR), um modelo numérico pode trazer contribuicdes no sentido
de descritores fisico-quimicos e previsdo objetiva da tendéncia de novos compostos,
mesmo com um pequeno dominio de aplicabilidade (MUSHTAQ et al., 2023;
TEOFILO; MARTINS; FERREIRA, 2009). As estruturas foram inicialmente
construidas com auxilio do programa ACD/ChemSketch, obedecendo a
estereoquimica apropriada de cada composto. Foi realizada uma otimizacdo de
geometria inicial com o método semi-empirico RM1 no programa HyperChem8.0®. A
escolha do método semi-empirico levou em conta um equilibrio entre custo
computacional e precisdo na andlise tedrica, cabendo ainda salientar que a estrutura
relativamente rigida dos anéis condensados das cumarinas torna o processo de
otimizacdo de geometria confortavel em relacdo a possibilidades conformacionais
limitadas. O programa Dragon5® foi utilizado para determinagdo dos descritores
classicos de natureza diversa. Estes representam parametros constitucionais,
topologicos e baseados em dados empiricos, que codificam caracteristicas

moleculares usando, em muitos destes, matrizes de conectividade interatbmica
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(TODESCHINI; CONSONNI, 2009). A matriz de dados gerada foi submetida ao
método de selecdo de variaveis OPS (“Ordered Predictors Selection”) (MARTINS;
FERREIRA, 2013), usando o programa QSAR Modeling, do pacote LQTA-QSAR
(DE OLIVEIRA; GAUDIO, 2000). O programa Build QSAR (MAJUMDAR; BASAK,
2018). Também foi utilizado para investigar a obtencdo de um modelo baseado em
Regressédo Linear Multipla (“Multiple Linear Regression”, MLR), mais simples na
construcao e intepretacdo por considerar as variaveis originais em sua construcao. A
MLR foi escolhida ainda tendo em vista o reduzido numero de amostras submetidas
a modelagem. Ainda neste sentido, ndo foram definidos conjunto treinamento e
teste. Consideramos que este estudo QSAR é limitado pelo numero de amostras,
tem a finalidade de fornecer uma viséo inicial do potencial das cumarinas e que a
perda de informacdes na definicho de um conjunto teste prejudicaria de forma
irremediavel qualquer analise. Assim, nos baseamos também no trabalho de
Majumdar e Basak (2018) para fundamentar a analise em um modelo que, devido ao
limitado nidmero de amostras, visa obter um panorama inicial da classe das
cumarinas para o relaxamento de traqueia. As analises QSAR propostas, sendo
preliminares devido ao numero reduzido de cumarinas treinadas, tiveram o objetivo
de racionalizar o potencial antiasméatico da classe previamente evidenciado no artigo
base para a modelagem bem como fornecer um modelo objetivo, com dominio de
aplicabilidade limitado, a ser aplicado em pequenas modificacbes do scaffold

cumarinico, visando possiveis direcionamentos farmacolégicos.

2.1.2 Modelagem QSAR - MODELO |

Tendo em vista 0 modelo anterior, buscou-se incluir algumas variaveis “a
priori” visando melhorar as métricas de validagdo e interpretacdo, bem como
fornecer um segundo modelo util para o design e previsdo de novos compostos,
dentro do panorama de cumarinas com potencial antiasmatico. Neste sentido,
determinamos trés descritores binarios, onde o primeiro chamado “2lin” tem valor 1
guando a molécula tem dois substituintes lineares e 0 na auséncia; o segundo,
chamado “1lin”, tem valor 1 quando a molécula possui um substituinte linear, e o
terceiro, chamado “Lac”, onde a cumarina ganha o valor 1 quando ha grupo
substituinte hidrofobico no anel lacténico. Considerando que o0 somatério dos

descritores a priori mais os 3 anteriormente trabalhados da um valor de 6
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descritores, ultrapassando a razdo compostos/descritores preconizada para modelos
baseados em MLR, buscamos entdo um modelo baseado em componentes
principais, onde 0s eixos originais das 6 variaveis em um sistema cartesiano sao
rotacionados em novos fatores (Componentes Principais —“PCs”) as quais
conservam as informacdes originais das amostras (compostos) com o méaximo de
variancia explicada possivel. Neste sentido, o modelo construido baseado em 6
variaveis teve um melhor desempenho quando considerada a técnica PLS (“Partial
Least Squares”), usando uma variavel latente no modelo final. O modelo foi obtido

diretamente no programa LQTA-QSAR, modulo QSAR modeling.

2.1.3 Modelagem QSAR — Modelo Il

Nesta etapa, foram investigados modelos QSAR baseados em aprendizagem
de maquina (Machine Learning). A planilha de milhares de descritores Dragon, do
Modelo |, foi utilizada nestes experimentos. Variaveis foram inicialmente
selecionadas usando os métodos “Correlation-based Feature Subset Selection for
Machine Learning” com o mecanismo de busca “BestFirst”. Estas correspondem aos
descritores SpDiam_AEA(ed); Morllu; Morl5m; G3v; CATS3D_03 LL. (GAUDIO;
ZANDONADE, 2001).

Validacdes cruzadas foram desenvolvidas pelos métodos leave-one-out, k-
fold (com n=5 e repetido 50 vezes), bem como pelo método Y-scrambling com 5
repetices. A ndo definicdo de conjunto teste segue a mesma logica dos modelos
anteriores. A técnica Random Forest (Floresta Randdmica) foi averiguada, mas
insatisfatéria considerando o pequeno numero de amostras. Neste sentido, 0 modelo
final foi baseado na técnica k vizinho mais proximo (K-Nearest Neighbors - KNN),
com K = 2. O modelo final de QSAR foi desenvolvido com o algoritmo dos K vizinhos
mais proximos (KNN), utilizando K = 2, onde a previsao da atividade de uma nova
molécula é baseada na média das atividades das duas moléculas mais proximas,
segundo uma métrica de similaridade calculada a partir dos descritores moleculares.
Esse tipo de abordagem € simples e eficiente em conjuntos de dados com forte
relacdo local entre estrutura e atividade (SANTOS et al., 2022). A literatura relata
gue a validacdo externa em métodos de machine learning pode ser substituida pelo
k-fold, 0 que no nosso caso ainda conserva o maximo de informacBes de um
conjunto de dados limitado (HALL, 1999).
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2.2 EXPERIMENTOS DE BANCADA
2.2.1 Materiais

A HXC, obtida comercialmente, foi solubilizada em &lcool e tween com
cremophor a 3%, sendo o veiculo utilizado em todos os experimentos. Todos 0s
reagentes e farmacos estdo disponiveis no Laboratério de Farmacologia
Experimental, LAFEX, da UNIVASF.

2.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos machos ou fémeas nuliparas nao-gravidas
(Mus musculus) da linhagem Swiss, com 4 a 8 semanas de idade e peso variando
de 30 a 40g. Todos os animais foram providos pelo Biotério Central da UNIVASF,
mantidos em caixas adequadas, com ciclo claro escuro de 12 horas, agua e racéo
ad libitum. Os experimentos respeitaram 0s critérios éticos de experimentacdo
animal, preconizados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UNIVASF (CEUA-UNIVASF), registrado com o n° 0002/191223.

2.2.3 Avaliacao da toxicidade aguda da umbeliferona

A avaliacdo da toxicidade oral aguda foi conduzida conforme as diretrizes da
Organization for Economic Co-operation and Development n° 423 (OECD, 2002) e
as diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013). Através do
método de classe, que indica a utilizacdo de apenas um sexo para O teste,
geralmente fémeas, que recebem somente uma dose e a partir do desfecho, morte
ou nao morte é determinado a dose letal para 50% da populacdo (DL50) e por meio
desses dados € definida também a categoria da substancia que pode ser de 1 a 5,
onde na 1 estdo presentes as mais toxicas, com menor DL50 e na 5 as menos
toxicas com DL50 maiores. Camundongos fémeas foram divididos em dois grupos
(n=3), sendo que o grupo controle negativo recebeu solucéo salina (0,1 mL/10 g, por
via oral) e o grupo tratado com as cumarinas individualmente, recebeu uma unica
dose de 2.000 mg/kg por via oral. Seguido aos tratamentos, os animais foram
observados nos primeiros 30, 60, 120, 180 e 360 min e a cada 24 h durante 14 dias.

Os animais foram observados para a verificacdo da ocorréncia de mortes e dos
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parametros presentes na tabela de Malone, a qual permite avaliar os seguintes
parametros estimulantes do SNC como cocgar o focinho, convulsdo clénica e tonica,
exoftalmia, aumento da frequéncia respiratéria, lamber patas, morder cauda,
aumento da motilidade, movimentos estereotipados, piloerecéo, tremores finos e
grosseiros. Relacionados as acdes depressoras do SNC eram observados alienacao
ao meio, analgesia (por compressao da cauda do animal), anestesia (puxando o
pélo e suspendendo o animal), ataxia, diminuicdo da apreensdo da pata, catatonia,
dispnéia, diminuicdo da frequéncia respiratoria, diminuicdo da motilidade, diminui¢cdo
do reflexo corneano, tbnus dorsal, ptose palpebral e sedac&o. Outros parametros
também foram observados, como agressividade, contor¢cdo, coloracdo da urina,
diametro da pupila, diarreia, erecdo da cauda, fascicula¢des, grunhidos, aumento ou
diminuicdo da miccdo, midriase, orelha (ciandtica, hiperémica ou palida),
passividade, reacdo de fuga, sialorréia, tremor da cauda, lacrimejamento, sudorese,
coma e morte. Ao final do experimento os animais foram eutanasiados com
administracdo de tiopental (150 mg/kg, via i.p.) e retirados os 0Orgaos, coracao,
figado, rins, intestino, estbmago e baco, eles foram pesados e avaliados

macroscopicamente para andlise de alteragdes que indicassem toxicidade.

2.2.4 Avaliacédo do efeito antitussigeno

Para avaliacdo do efeito antitussigeno da HXC foi utilizado o modelo
experimental descrito por Menezes e colaboradores (2019). Assim, camundongos
machos foram colocados em camara de vidro (com volume aproximado de 500 mL)
e expostos, individualmente, a inalacdo de acido citrico 0,4 M durante 3 minutos por
nebulizacdo para observagao da tosse e depois foram randomizados em grupos de
6 animais, sendo o critério de inclusdo os animais que apresentaram um numero
superior a 3 e inferior a 20 tosses. Apds 24 horas da primeira exposi¢cao, 0S animais
selecionados (n=6) receberam por via oral HXC (nas doses 10, 30 e 100 mg/kg),
codeina (30 mg/kg, como controle positivo) ou veiculo (0,1 mL/10 g). Apdés 30
minutos do tratamento, os camundongos foram submetidos a uma nova nebulizacéo
de solucédo de acido citrico 0,4 M por 3 minutos e foram avaliados os parametros de
laténcia (periodo até o aparecimento da 12 tosse) e frequéncia de tosse (namero

total de tosse durante 3 minutos).
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2.2.5 Investigagcdo do mecanismo de tosse

Para o mecanismo de acao antitussigeno apenas a dose mais eficaz de cada
cumarina foi avaliada. Assim, camundongos (n=6) receberam por via oral propranolol
(83 mg/kg) ou glibenclamida (5 mg/kg) ou por via i.p. naloxona (0,4 mg/kg) ou
flumazenil (2 mg/kg) e apds 30 minutos os animais foram tratados por via oral com
HXC (na dose eficaz determinada anteriormente) ou com o veiculo (0,1 mL/10 Q).
Passados mais 30 minutos, os camundongos foram submetidos a uma nova
nebulizacdo de solucdo de é&cido citrico 0,4 M por 3 minutos e foram avaliadas a
laténcia e frequéncia de tosse. Ao final de cada experimento os animais foram

eutanasiados com administracdo de tiopental (150 mg/kg, via i.p.).

2.2.6 Avaliacéo do efeito expectorante

A atividade expectorante foi determinada pela mensuracdo do vermelho de
fenol no lavado broncoalveolar (LBA), descrito por Menezes e colaboradores (2022).
Camundongos machos (n=9) foram submetidos ao jejum por quatro horas antes do
procedimento experimental e receberam por via oral ambroxol (120 mg/kg, controle
positivo), veiculo (0,1 mL/10 g, controle negativo) e com HXC (nas doses 10, 30 e
100 mg/kg). Apos 30 minutos foi administrado suspenséo de vermelho de fenol (na
concentracdo 12,5 mg/mL e dose 500 mg/kg) por via i.p. Passados mais 30 minutos
da administracdo do vermelho de fenol, os animais foram eutanasiados com
administracao de tiopental (150 mg/kg, via i.p.), o LBA foi obtido e processado para a
quantificagao (em pg/mL) do vermelho de fenol em espectrofotometro UV-VIS a 565

nm.
2.2.7 Andlise dos dados

Os dados numéricos obtidos foram expressos como média * erro padrdo da
média (X + e.p.m) e n representa o numero de animais utilizados por grupo
experimental em um dado protocolo. Diferencas entre as médias foram comparadas
usando analise de variancia uma via (ANOVA one-way) com pos-teste de Dunnett.
Para as analises dos dados ndo parameétricos foram utilizado o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn usando o Prism 7 for Windows, sendo as

diferencas consideradas significantes quando p < 0,05.
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3.1 MODELAGENS QSAR - MODELO |
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A Tabela 2 apresenta os analogos cumarinicos semissintéticos estudados no

trabalho de Sanches-Recillas e colaboradores (2014) totalizando 21 compostos, que

foram utilizados como conjunto treinamento para realizacdo de modelagem QSAR,

objetivando encontrar descritores moleculares relevantes relacionados ao efeito

relaxante em traquéia. Das 21 cumarinas, 7 apresentaram efeito bioldgico quanto a

ECso indefinido, sendo entéo retiradas desta modelagem preliminar na classe.

Tabela 2. Analagos cumarinicos semissintéticos e valores de atividade relaxante em traquéia

Moléculas R R> R Emax
(%6) ECso (MM)

*SM1 eH eOH eOH 47.9 *NS
1 eH eOMe eOMe 100 80
2 eH eOEt eOEt 100 42
3 eH eOPr eOPr 100 89
4 eH eOAc eOAcC 77 231
5 eH eOCOPh eOCOPNK 12 *NS
6 eH eOCH,COOEt eOCH,COOEt 33 *NS

*SM2 eH eH eOH 67 449
7 eH eH eOMe 100 244
8 eH eH eOEt 100 245
9 eH eH eOPr 100 133
10 eH eH eOAcC 16 *NS
11 eH eH eOCOPhO 26 *NS
12 eH eH eOCH,COOEt 31 *NS

*SM3 eMe eH eOH 90 260
13 eMe eH eOMe 100 230
14 eMe eH eOEt 100 80
15 eMe eH eOPr 100 267
16 eMe eH eOAcC 62 360
17 eMe eH eOCOPhQ 34 *NS
18 eMe eH eOCH,COOEt 70 200

*SM: Molecula de partida, *NS = Atividade indefinida

A modelagem QSAR pode abordar grandes conjuntos de dados, visando

atender programas robustos de desenvolvimento de farmacos, avaliacdo por

agéncias regulatorias (ANVISA) bem como em areas com grande numero de dados

ja relatados (ex.: Céancer). Por outro lado, modelos menos genéricos podem ser

construidos a partir da rotina de laboratorios sintético e/ou de produtos naturais,

usando bases de dados mais limitadas e controladas, os quais visam a elucidacao
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de parametros moleculares influentes no efeito e permitam avangos mais pontuais
nas pesquisas. Os beneficios dessa Ultima abordagem estdo no fato de que
geralmente sédo classes quimicas mais homogéneas, que permitem discussdes
estrutura-atividade quantitativas com maior facilidade, além dos modelos
qualitativos.

Do ponto de vista conformacional, a relativa simplicidade estrutural das
cumarinas e presenca de anéis nestes compostos confere uma menor liberdade,
tornando o processo de otimizacdo da geometria menos complexo e confiavel,
favorecendo estudos de modelagem baseados no ligante (FERREIRA;
MONTANARI; GAUDIO, 2002).

Os valores de atividade antiasmatica para cada molécula, previamente
obtidas de Sanches-Recillas e colaboradores (2014) podem ser visualizados na
Tabela 3, assim como os descritores Dragon® selecionados apos o algoritmo OPS
(“Ordered Predictors Selection”).

Tabela 3. Valores de atividade relaxante e descritores moleculares selecionados pelo OPS para
construcéo do primeiro modelo QSAR

Molécula At|v(|\((j)ade Mor26u Mor16u Mor15m
C-01 4.100 0.008 -0.299 1.201
C-02 4.380 -0.040 -0.109 1.504
C-03 4.050 0.119 0.088 1.401
C-04 3.640 -0.294 0.005 0.973
C-05 3.350 -0.287 0.173 0.857
C-06 3.610 -0.067 0.024 0.986
c-07 3.610 -0.105 0.172 1.084
C-08 3.880 -0.039 0.167 1.095
C-09 3.590 -0.133 0.197 0.789
C-10 3.640 -0.037 0.006 0.902
C-11 4.100 0.092 0.065 1.012
C-12 3.570 0.014 0.190 0.995
C-13 3.440 -0.222 0.171 0.905
C-14 3.700 -0.031 0.084 1.129

O modelo QSAR foi obtido apresentan do a Equacéao (1).
Y1=+0,7274 (Mor26u) - 0,6428 (Morl16u) + 0,7477 (Mor15m) + 3,0652

Com o modelo selecionado, foram realizados outros parametros de validagéo
(Tabela 4), incluindo a matriz de correlacéo entre os descritores selecionados pela

técnica MLR. Esta técnica levou em consideragdo a razdo compostos/descritores em
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torno de 5, conservando o sentido fisico dos descritores originais (DE OLIVEIRA;
GAUDIO, 2000).

Tabela 4. Parametros de validacdo do modelo QSAR escolhido

Correlation matrix between the descriptors MLR

Descriptors Mor26u Mor16u Morl5m
Mor26u 1 0.242 0.541
Morl6u - 1 0.493
Morl5m - - 1

Variaveis altamente correlacionadas, além de descreverem a mesma
propriedade, causam problemas de dependéncia linear no conjunto de dados,
levando a constru¢cdo de um modelo sem precisdo numérica. Portanto, o grau de
correlagdo entre as variaveis é avaliado através da elaboracdo da matriz de
correlacdo. E possivel observar que estes descritores podem ser combinados na
mesma equacao, pois apresentam coeficiente de correlacdo menor que 0,7, estando
dentro do que € preconizado pela literatura (GAUDIO; ZANDONADE, 2001).

Na Tabela 5, podem ser visualizados os valores da atividade observada
experimentalmente (Yeyp), da atividade calculada pelo modelo QSAR proposto (Y carc),
bem como os residuos da regressao (Ys) para os 14 compostos. Os residuos
representam uma medida da diferenca entre o valor experimental da atividade
biologica e o valor predito pelo modelo. De acordo com a literatura, os valores de
residuo além de * 2,5 sdo considerados altos sob as condi¢des usuais da estatistica,
atestando a capacidade preditiva do modelo escolhido no trabalho (Tabela 5)
(ALEXANDER et al., 2015). Residuos considerados altos podem ser indicativos de
incerteza nas medidas experimentais de atividade biolégica, o que devera ser
respaldado com uma explicagdo quimica ou biolégica para cada amostra
classificada como atipica. De maneira geral, os residuos de um modelo de
regressao contém toda a informacdo necessaria a compreensao dos motivos, pelo
guais 0 mesmo nao consiga explicar 100% da variabilidade dos valores observados

de Y (valores de atividade adquiridos experimentalmente) (TROPSHA, 2010).
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Tabela 5. Valores da atividade observada experimentalmente (Y.), atividade calculada pelo modelo
(Yca) € residuos da regressao (Yes)

Molécula Y (exp) Y (cal) Y (res)
1 4.100 4.161 -0.061
2 4.380 4.231 0.149
3 4.050 4.142 -0.092
4 3.640 3.576 0.064
5 3.350 3.386 -0.036
6 3.610 3.738 -0.128
7 3.610 3.688 -0.078
8 3.880 3.749 0.131
9 3.590 3.432 0.158
10 3.640 3.709 -0.069
11 4.100 3.847 0.253
12 3.570 3.697 -0.127
13 3.440 3.470 -0.030
14 3.700 3.833 -0.133

Os descritores determinados no modelo de QSAR sao considerados de facll
interpretacdo, fornecendo dessa forma, uma compreensao clara das relagbes de
estrutura quimica-atividade bioldgica, o que podera ser (til para a sintese de
compostos analogos, poupando custos e esforcos em pesquisas voltadas para a
atividade antiasmética.

Considerando os coeficientes de regresséo (Equacgéo 1), o Mor26u é positivo,
indicando que moléculas mais compactas até um certo valor médio (4A) mantém
atividade, havendo uma correlacdo positiva entre o descritor e a resposta, ja que
aquele denota uma caracteristica de tamanho ideal. A estrutura das cumarinas ja é
relativamente compacta, ndo devendo ser muito curta e extremamente simples, o
que leva a baixos valores do descritor e perda da atividade, nem muito longa,
levando também a baixos valores do descritor. Por outro lado, o coeficiente de
regressao de Morl6u é negativo, o que pode estar relacionado ao fato de maiores
valores desse descritor representar distancias maiores (7A), o que prejudica a
atividade. Estas caracteristicas estdo condizentes com o padrdo estrutural
observado para as mais ativas, que em geral tem grupos metoxi no anel, mas a
cadeia carbodnica ndo pode aumentar sem perda na atividade. Por outro lado,
substituicbes muito curtas no anel benzénico ndo levam a uma boa resposta
biologica.

Na mesma linha, aparece o descritor Morl5m, cujo significado pode ser
obtido de forma analoga aos anteriores, acrescentando a ponderacdo pela massa

(m). Neste caso, maiores valores para estruturas em média de 7 a 8 A quanto as
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distancias Euclidianas entre os atomos, a ponderacdo pela massa denota que a
presenca de mais atomos dentro de um mesmo raio meédio a partir de distancias
Euclidianas tende a aumentar a atividade. Isso pode estar relacionado ao anel
benzénico dissubstituido bem como a presenca da metila adicional no anel lacténico
(Figura 5), ambos elevando o descritor (compostos 2, 3 e 11- Tabela 1) (SANCHEZ-
RECILLAS et al., 2014).

Figura 5. Andlogo de cumarina semi-sintético (2, 3 e 11) do artigo de Séanchez-Recillas e
colaboradores [14]

Q N ? N3
SR = ool

3.2 MODELAGENS QSAR - MODELO I

Os descritores obtidos no primeiro modelos somados aos do modelo de
namero 2, totalizou em 6 descritores, os quais estdo demonstrados na Tabela 6,

juntamente com seus respectivos valores de atividade relaxante de traqueia.

Tabela 6. Valores de atividade relaxante e descritores moleculares selecionados pelo OPS mais
descritores a priori do segundo modelo QSAR

Molécula Ativ(i\((j)ade Mor26u Mor16u Morl15m 2lin 1lin Lac
C-01 4.100 0.008 -0.299 1.201 1 0 0
C-02 4.380 -0.040 -0.109 1.504 1 0 0
C-03 4.050 0.119 0.088 1.401 1 0 0
C-04 3.640 -0.294 0.005 0.973 0 0 0
C-05 3.350 -0.287 0.173 0.857 0 0 0
C-06 3.610 -0.067 0.024 0.986 0 1 0
C-07 3.610 -0.105 0.172 1.084 0 1 0
C-08 3.880 -0.039 0.167 1.095 0 1 0
C-09 3.590 -0.133 0.197 0.789 0 0 1
C-10 3.640 -0.037 0.006 0.902 0 1 1
C-11 4.100 0.092 0.065 1.012 0 1 1
C-12 3.570 0.014 0.190 0.995 0 1 1
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C-13 3.440 -0.222 0.171 0.905 0 0 1
C-14 3.700 -0.031 0.084 1.129 0 0 1

Y2 = + 0.545 (Mor26u) + 0.766 (Morl6u) + 0.666 (Morl5m) + 0.545 (2lin) +
0.563 (1lin) + 0.654 (Lac) + 3.368 Equacéo (2)

Os parametros de O programa QSAR modeling do pacote LQTA-QSAR
permite a determinagédo de uma validagéo leave-n-out, bem como uma aleatorizagéo
Y, que estdo demonstradas nas Tabelas 7 e 8 a seguir, atestando a robustez e nao
correlagdo ao acaso entre Y e X. Para o leave-n-out foram consideradas até 4
amostras retiradas por vez para a validacdo (n = 1 ... 4), num total de dez escolhas
aleatérias para cada “n”. Para a aleatorizagdo-Y, consideramos 10 matrizes
correspondendo cada uma a misturas aleatérias da coluna Y, das quais se esperaria
a construcdo de modelos com parametros de validacao inferiores a 0,4. Podemos
observar na Tabela 8 que a validacéo atesta a auséncia de correlacdo ao acaso. Os
parametros de validacdo Q? e R? foram respectivamente 0.60 e 0.77, melhorando
um pouco quanto a robustez. Devido a técnica ndo ser sensivel a variaveis
ortogonais (PLS), apesar de o principio da parcimdnia continuar a ser importante,
uma matriz de correlacéo considerando as variaveis binarias ndo se faz necessaria.

O programa QSAR modeling do pacote LQTA-QSAR permite a determinagcao
de uma validacdo leave-n-out bem como uma aleatorizacdo Y, que estédo
demonstradas nas Tabelas 7 e 8 a seguir, atestando a robustez e ndo correlagédo ao
acaso entre y e X. Para o leave-n-out foram consideradas até 4 amostras retiradas
por vez para a validacao (n =1 ... 4), num total de dez escolhas aleatérias para cada
“n”. Para a aleatorizagdo-Y, consideramos 10 matrizes correspondendo cada uma a
misturas aleatdrias da coluna Y, das quais se esperaria a constru¢do de modelos
com parametros de validacao inferiores a 0,4. Podemos observar na Tabela 8 que a
validacdo atesta a auséncia de correlacdo ao acaso.

Além do sentido das variaveis ja expostas no modelo 1, observamos que a
presenca de 1 ou dois substituintes lineares na porgéo arila do sistema cumarinico
bem como substituinte hidrofébico na metila, representado pela metila, auxiliam nos

efeitos relaxantes em traqueia.
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Tabela 7. Validagao “Leave-n-out” do modelo QSAR baseado em PLS

2
n Q LNO

1 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60

2 0.61 0.52 0.62 0.65 0.57 0.61 0.62 0.62 0.55 0.62

3 0.61 0.67 0.57 0.50 0.58 0.56 0.61 0.59 0.61 0.65

4 0.54 0.47 0.66 0.58 0.53 0.58 0.66 0.65 0.68 0.64

Tabela 8. Validacéo aleatorizacdo-Y do modelo QSAR baseado em PLS. (na ultima linha, R%e Q*do
modelo original)

R? Q°
0.29 -0.24
0.27 -0.10
0.16 -0.92
0.10 -1.11
0.24 -0.16
0.30 -0.81
0.25 -0.40
0.11 -1.63
0.21 -0.32
0.12 -0.44
0.24 -0.30
0.14 -1.36
0.17 -0.32
0.16 -1.41
0.26 -0.80
0.28 -0.73
0.22 -0.74
0.24 -0.18
0.25 -0.84
0.31 -0.73
0.21 -0.54
0.21 -0.79
0.20 -0.58
0.40 -0.33
0.20 -0.69

0.41 -0.54
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0.34 -1.38
0.12 -0.46
0.15 -0.99
0.18 -0.31
0.77 0.60

3.3 MODELAGEM QSAR - MODELO llI

Os descritores encontrados no Modelo Ill foram: SpDiam_AEA(ed); Morl1lu;
Morl5m; G3v; CATS3D_03_LL, e suas caratecristicas principais estao descritas na
Tabela 9.

Tabela 9. Tipos e princial interpretacéo dos descritores encontrados no Modelo Il

Descritor Tipo Ponderacao Interpretacdo principal

SpDiam_AEA(ed) | indice espectral grau da aresta Topologia global modular da
(grafo) estrutura molecular

Morllu 3D-MoRSE distribuicéo Orientacao eletronica em nivel 3D
(momento 11) eletrbnica

Morl5m 3D-MoRSE massa atdmica Distribuicdo de massa em estrutura
(momento 15) 3D

G3v Autocorrelacdo 2D | volume van der Similaridade volumétrica local a 3

Waals ligacdes

CATS3D_03_LL | CATS3D localizacéo em Ocorréncias de intera¢des

farmacoforica 3A ligante-ligante em distancia
especifica

As Figuras 6 e 7 abaixo apresentam os resultados da validagdo do modelo Il
mostrando que os parametros de validagédo foram Q2|oo e k-fold médio > 0,6.

De acordo com a literatura, valores de Q2 iguais ou superiores a 0,5, obtidos
em validacOes cruzadas como Leave-One-Out (Q?oo) € k-fold, indicam que o modelo
possui capacidade preditiva adequada e robustez interna, sendo considerados
aceitaveis para fins preditivos em estudos QSAR (OECD, 2014; KIRALJ; FERREIRA,
2011).
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Figura 6. Resultado da validacéo leave-one-out para o Modelo |l
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Figura 7. Resultado da validacéo k-fold para o Modelo Ill
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Os valores Q% € R? apés aleatorizacdo-Y (Figura 8) para os modelos
permutados foram abaixo de 0,4 (FERREIRA; KIRALJ, 2011). Se bons modelos de
regressao forem obtidos com o auxilio desse teste, implicaria que o0 modelo QSAR
proposto ndo € aceitavel, possivelmente devido a uma correlagdo ao acaso ou
redundancia estrutural do conjunto de treinamento (MARTINS; FERREIRA, 2013).
Os parametros de validacdo para KNN foram melhores que as modelagens

anteriores.
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Figura 8. Resultado da aleatorizacéo Y para o Modelo I
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A partir deste e dos outros dois modelos QSAR obtidos, foram investigadas
moléculas comerciais (Merk-Sigma Aldrich) ou derivados sintéticos que fossem
possiveis prever como potenciais candidatos, das quais 5 moléculas foram
evidenciadas: trés analogos para compra comercial direta (C1, C2, C3) e dois
analogos passiveis de sintese (C4, C5) a partir de precursores comerciais. Os
valores de pIC50 previstos podem ser visualizados a seguir, onde observamos que
todas apresentam tendéncia a um bom efeito, comparadas aos valores de Y do
conjunto treinamento (Tabela 5). Os dados corroboram o favorecimento de um
padrédo dissubstituido e mais hidrofébico, encorajando estudos futuros em modelos

de relaxamento de traqueia (Figura 9).
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Figura 9. Estruturas comerciais e derivadas previstas nos Modelos |, 1l e Ill
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*M(n) significa o modelo I, Il ou lll e o valor respectivo o pIC50.

3.4 AVALIACOES DA TOXICIDADE AGUDA DA UMBELIFERONA

A umbeliferona, possuindo relato prévio de efeito antiasmatico por influéncia
nas vias inflamatdrias, ndo tendo o0s requisitos estruturais para efeito relaxante
apontados no QSAR foi investigada quanto ao potencial antitussigeno, bem como
toxicidade. Em relacdo a este Ultimo aspecto, demonstrou toxicidade na primeira
dose aplicada (2000 mg/kg) em comparacdo ao veiculo. Seguindo o indicado na
OECD, 2002, n°® 423 o teste prosseguiu com a diminuicdo da dose para 300 mg/kg
visto que houve a morte de 2 animais durante as primeiras 24h apos aplicacdo da
substancia. Na dose de 300 mg/kg a HXC ndo apresentou toxicidade em
comparacdo ao veiculo, os trés animais sobreviveram durante os 14 dias do
experimento e ndo demonstraram sinais de toxicidade durante o periodo. N&o
houve diferenca significativa no consumo de agua nem de racao na maior parte dos

dias do experimento (Tabela 10 e 11, respectivamente). Nos dias 2, 5, 11 e 13
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houve diferenca significativa entre o grupo HXC 300 mg/kg e o grupo veiculo.

Provavelmente essas diferencas estdo associadas a uma variagdo normal do

consumo por animal, visto que ndo houve diferenca significativa no peso dos

animais do grupo HXC 300 mg/kg em relac@o ao grupo veiculo (Tabela 12).

Tabela 10. Avaliacdo do consumo de agua ao longo do periodo de observacdo. Os dados estdo
expressos em média + erro padrdo da média (n =3). Para andlise de dados utilizou-se a ANOVA Two-
way com poés-teste de Dunnett 's

Umbeliferona

Umbeliferona

Dias Veiculo 300 (Mg/Kg) 2000 (mg/Kg)
Dia 1 143+13 10+0,6 13
Dia 4 10+15 9,021 12
Dia 7 9,709 8.7+12 10
Dia 10 9.3+0.3 12+15 10
Dia 12 9.3+0.3 93+12 10
Dia 14 10+ 0,6 9.7+03 12

Tabela 11. Avaliacdo do consumo de ragdo ao longo do periodo de observagdo. Os dados estdo
expressos em média * erro padrdo da média (n =3). Para andlise de dados utilizou-se a ANOVA Two-
way com pos teste de Dunnett 's

Umbeliferona

Umbeliferona

Dias veiculo 300 (mg/Kg) 2000 (MgKg)
Dia 1 3.0%05 40+0,9 5,5
Dia 4 3.8+0.2 47+0.9 45
Dia 7 50403 42110 5.5
Dia 10 3.8+0.2 5.2 0.4 4.0
Dia 12 42403 5.7+12 5.5
Dia 14 5.0 + 0.0 5.3+0.3 5.0

Tabela 12. Avaliagdo do peso corporal ao longo do periodo de observagdo. Os dados estdo
expressos em média * erro padrdo da média (n =3). Para andlise de dados utilizou-se a ANOVA Two-
way com pos teste de Dunnett 's

Umbeliferona

Umbeliferona

Dias Veiculo (g) 300 (g) 2000 (g)

Dia 0 32,8+0,8 34,3+0,3 30,3+0,6
Dia 3 32+0,7 33,8+04 315+0,0
Dia 6 315+1,0 33,3+0,7 315+0,0
Dia 9 32,8+1,3 32,5+0,5 30,5+£0,0
Dia 12 31,6+0,8 32+0,5 30,0+£0,0
Dia 15 31,8+0,6 32,6 £0,6 30,5+0,0

A analise macroscoépica dos 6rgdos nao revelou diferencas aparentes entre

os dois grupos, assim como 0 peso dos 6rgdos que ndo apresentou diferenca

significativa em relacdo ao veiculo para nenhum dos 6rgéos analisados (Tabela 13).
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Tabela 13. Avaliacdo do peso dos 6rgdos (coracdo, baco, rins [esquerdo + direito], estdmago,
intestino e figado) em relacéo ao peso corpéreo final (g/100g). Os dados estdo expressos em média +
erro padrao da média (n =3). Para analise de dados utilizou-se a ANOVA One-way com pés teste de
Dunnett 's

Dias Veiculo (g) Umbeliferona Umbeliferona
300 (g) 2000 (g)

Coragéo 0,499 + 0,0 0,605 +0,0 0,679+0,0
Baco 0,408 £ 0,0 0,435+0,0 0,467 £ 0,0
Rins 1,178 £ 0,0 1,295+0,0 1,475+0,0
Estdmago 2,007 +0,1 3,335+1,0 2,769 +£0,3
Intestino 13,147 £ 0,8 13,338+1,0 12,721 +0,6
Figado 5,100+ 0,1 5,153+ 0,0 5,233+0,4

Em um estudo realizado por Cruz e colaboradores (2020) foram apresentados
possiveis efeitos envolvendo toxicidade dependente de dose. Os autores avaliaram
a dose maxima de 200 mg/kg de peso corporal dos animais sem apresentar sinais e
sintomas toxicos, assim como alteracdo na média do peso corporal. A dose maxima
foi por eles escolhida, baseado em um estudo de “dose de alcance”, Zinovieva e
Zhminko (2017), no qual foi demonstrado que a dose de 300 mg/kg causou letargia
em todos os animais 1 hora apés a administracdo da HXC e posteriormente um
animal foi encontrado morto. No entanto, segundo Cruz e colaboradores (2020), um
trabalho desenvolvido por Macckay e Elliott (1992) sobre ajuste de dose para
estudos de toxicologia genética in vivo, determinaram a dose maxima de 320 mg/kg,
sendo que doses mais elevadas sdo responsaveis por efeitos letais em roedores.
Edwards e colaboradores (2000) a partir de um estudo preliminar de toxicidade
envolvendo cumarinas, determinaram que a dose maxima tolerada (DMT) oral foi de
320 mg/kg de peso corporal. Portanto, a dose escolhida de 300 mg/kg neste estudo
além de ndo apresentar toxicidade, serve como um parametro adicional de dados
experimentais da HXC corroborando com dados ja existentes na literatura.

Embora raras evidéncias indiguem que as cumarinas podem apresentar
potencial hepatotoxico de maneira dependente da dose, duracdo e metabolismo.
Essa toxicidade esta principalmente associada ao metabolismo mediado pelo
citocromo P450 e a formacgédo de metabdlitos reativos, levando ao estresse oxidativo,
disfuncéo mitocondrial e lesédo hepatocelular, particularmente em modelos murinos.
Em humanos, a hepatotoxicidade induzida por cumarinas parece ser rara e
geralmente reversivel, com relatos de elevacdes transitorias nas enzimas hepaticas

em uma pequena propor¢cdo de individuos, destacando a importancia do
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monitoramento da funcdo hepética durante o uso terapéutico prolongado ou em altas
doses (LIU et al., 2023; VASCONCELOS et al., 2009).

3.5 AVALIACOES DO EFEITO ANTITUSSIGENO DA UMBELIFERONA E
MECANISMO DE ACAO

A Figura 10 apresenta o percentual de tosse de cada grupo em relacdo a
tosse do primeiro dia. Os animais foram tratados nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg
de HXC, Codeina 30 mg/kg e Veiculo. Os dados estdo expressos em média * erro
padrdo da média (n =7). Para andlise dos dados utilizou-se o teste ANOVA One-way
com poés-teste de Dunnett's. * Indica diferenca significativa em relagcdo ao veiculo

(p<0,05).

Figura 10. Porcentagem de tosse em relacdo ao 1° dia
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A HXC demonstrou efeito antitussigeno significativo no modelo de tosse
induzida por acido citrico, reduzindo a frequéncia de tosse de forma comparavel a
codeina, um opioide amplamente utilizado como padrédo farmacol6gico em modelos
experimentais de asma (Figura 10).

A eficacia da HXC nesse modelo sugere que o composto interfere em vias
centrais e/ou neurogénicas envolvidas na modulacdo do reflexo da tosse. Essa
hipétese foi confirmada pelos experimentos de mecanismos de a¢do, nos quais 0
pré-tratamento com naloxona promoveu reversao significativa do efeito antitussigeno
da HXC, indicando a participagéo da via opioide (Figura 11).
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Figura 11. Investigacdo do mecanismo de agdo da HXC
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Apesar da escassez de estudos diretamente avaliando o efeito antitussigeno
de umbeliferona, alguns autores indicam que esta cumarina possui fortes
propriedades anti-inflamatorias e moduladoras de respostas respiratorias, como a
reducdo de inflamac&o brénquica, diminuicdo de eosindfilos, muco e mediadores
inflamatérios em modelos de inflamagcdo das vias aéreas, efeitos que podem
contribuir para atenuar reflexos de tosse induzidos por irritantes ou inflamacgao local
(SAADATI et al., 2024; DHALIWAL; GUPTA, 2023).

A reversdo do efeito antitussigeno da HXC pela administracdo de naloxona,
um antagonista opioide n&o seletivo, indica que o mecanismo de agdo dessa
cumarina depende funcionalmente da via opioide. Embora a literatura atual sobre
HXC nao descreva ligacao direta ao receptor opioide, os receptores p-opioides
(MOR) sédo amplamente conhecidos por mediar a supresséo do reflexo da tosse por
farmacos opioides como codeina, principalmente através de sua acdo no nucleo do
trato solitario e circuitos integradores do tronco encefalico, inibindo a transmisséo
excitatéria aferente (BIRRING et al., 2025; LUBEJKO et al., 2022). A modulacéo da
via opioide pode ocorrer por facilitacdo da liberacdo ou da eficacia de opioides
endogenos, ou por aumento da eficiéncia do acoplamento inibitério desses

receptores em redes neurais que controlam a tosse, sendo consistente com achados
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de reversdo de efeitos farmacoldgicos de compostos naturais por naloxona em
outros modelos experimentais (BIRRING et al., 2025; MORICE et al., 2020).

A reverséo significativa do efeito antitussigeno da HXC pela naloxona indica
gue o sistema opioide desempenha um papel funcional em seu mecanismo de agao
e para explorar ainda mais uma possivel interacdo direta com o0s receptores
opioides, foram realizados estudos de docking molecular. No entanto, estes estudos
nao corroboraram uma interagcdo agonista direta entre a umbeliferona e os
receptores opioides, visto que 0 composto apresentou baixas energias de ligacéo e
NAo possuia caracteristicas estruturais comumente associadas a agonistas opioides
conhecidos.

Essa aparente discrepancia esta de acordo com relatos anteriores que
demonstram que a sensibilidade a naloxona ndo implica necessariamente ligacao
direta ao receptor, mas pode refletir a modulacdo indireta das vias opioides
endogenas. De fato, diversos compostos antitussigenos e neuromoduladores
exercem seus efeitos facilitando a liberacdo de opioides enddgenos ou
potencializando a sinalizacéo inibitoria mediada por opioides sem ativar diretamente
o0s esses receptores (ADCOCK, 1991; WEISS et al., 2018). Além disso, as limitacdes
intrinsecas do acoplamento molecular para alvos GPCR (Receptores Acoplados a
Proteina G) altamente dindmicos, como o0s receptores opioides, reforcam a
interpretacdo de que a atividade antitussigena da HXC, dependente de opioides,
pode ocorrer por meio de mecanismos indiretos ou subsequentes (WEISS et al.,
2018; PAGGI; PANDIT; DROR, 2024).

Nesse contexto, andlises futuras utilizando antagonistas seletivos para
receptores opioides U, K e O, associadas a estudos de sinalizacao intracelular,
ensaios de afinidade receptor-ligante e abordagens de dinamica molecular, poderdo
auxiliar na identificagdo dos mecanismos envolvidos na modulagao opioide induzida
pela HXC.
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3.6 AVALIACOES DO EFEITO EXPECTORANTE

Na Figura 12 pode ser observado a concentracdo de vermelho de fenol em
pMg/ml no LBA em relagdo aos grupos tratados, 10, 30 e 100 mg/kg de HXC,
Ambroxol (AMB) 120 mg/kg (controle positivo) e Veiculo. Os dados estdo expressos
em meédia + erro padrao da média (n =8). Para analise de dados utilizou-se o teste
ANOVA One-way com poés-teste de Dunnett 's. * Indica diferenca significativa em

relacdo ao veiculo (p<0,05).

Figura 12. Expectoracdo de vermelho de fenol no LBA
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A HXC n&o demonstrou atividade expectorante em nenhuma das 3 doses
testadas, houve um aumento na média da concentracdo de vermelho de fenol
conforme aumento da dose de HXC, porém sem diferenca significativa em relacéo
ao veiculo.

Embora a HXC néo tenha aumentado significativamente a secrecao bronquica
no teste de expectoracdo com vermelho de fenol, essa descoberta sugere que seus
efeitos antitussigenos nao estdo relacionados a mecanismos secretagogos ou
mucoliticos (DICPINIGAITIS et al., 2014). Semelhante a agentes antitussigenos de
acao central, como a codeina, a umbeliferona parece modular o reflexo da tosse
sem aumentar a producéo de muco (TAKAHAMA; SHIRASAKI, 2007). Esse perfil
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farmacolégico pode ser vantajoso na asma, uma condicdo frequentemente
associada a hipersecrecdo de muco e obstrucdo das vias aéreas, reforcando o
potencial da umbeliferona como um agente antitussigeno e broncodilatador seletivo,

em vez de um composto expectorante (SONG et al., 2015).

4 CONCLUSAO

Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que as cumarinas selecionadas
pelos modelos QSAR representam candidatos promissores para investigagcao
antiasmatica futura, permitindo uma priorizacdo racional de compostos com maior
probabilidade de sucesso em validacbes experimentais. Entre 0s compostos
avaliados, C1, C2, C3, C4 e C5 demonstraram perfil preditivo mais favoravel.

Em paralelo, a avaliagdo farmacoldgica da umbeliferona evidenciou um efeito
antitussigeno significativo in vivo, cuja reversdo por naloxona indica a participacao
funcional do sistema opioide. Contudo, a auséncia de interacfes diretas relevantes
nos estudos de docking sugere que esse efeito ndo decorre de agonismo opioide
classico, mas possivelmente de mecanismos indiretos envolvendo a modulagéo do
tbnus opioide ou de vias neurais sensoriais associadas ao reflexo da tosse. A
inexisténcia de atividade expectorante associada reforgca um perfil farmacoldgico
predominantemente antitussigeno, distinto de agentes secretagogos.

Em conjunto, os resultados demonstram que, embora estruturalmente
relacionadas, diferentes cumarinas podem atuar sobre componentes distintos e
complementares da fisiopatologia da asma, como broncoconstricdo e tosse. Esses
achados ampliam a compreensdo do potencial terapéutico da umbeliferona e das
cumarinas como classe quimica, além de destacar o valor da integracdo entre
modelagem QSAR, avaliacdo experimental e descobertas de carater serendipico.

Como perspectivas futuras, estudos adicionais deverdo priorizar a validacéo
experimental das moléculas preditas pelos modelos QSAR, bem como a
caracterizacdo mais aprofundada de seus mecanismos moleculares de acdao,
incluindo a investigacdo de vias inflamatorias, modulacdo de receptores e
sinalizacdo intracelular. Além disso, analises farmacocinéticas, toxicolégicas e de
biodisponibilidade serdo fundamentais para avaliar o potencial translacional desses
compostos. Estudos envolvendo antagonistas seletivos, ensaios de ligacao receptor-

ligante e abordagens avancadas de modelagem molecular, como dinamica
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molecular, também poderdo contribuir para a elucidacdo mais precisa dos
mecanismos farmacoldgicos associados as cumarinas. Em conjunto, essas
abordagens poderao favorecer a otimizacao racional de derivados cumarinicos e o
avanco dessas moléculas como potenciais candidatos terapéuticos para o

tratamento da asma.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a abordagem integrada,
combinando estratégias in silico, in vivo e in vitro, foi eficaz na investigacdo do
potencial farmacoldgico de cumarinas no contexto de alteracBes respiratorias
associadas a asma. Inicialmente, a construcéo e otimizacdo estrutural de derivados
cumarinicos, aliadas ao desenvolvimento de modelos QSAR robustos, permitiram a
identificacdo de descritores moleculares relevantes e a predicdo de compostos com
maior potencial bioativo, contribuindo para uma triagem racional de candidatos
promissores para estudos experimentais.

A analise sistematica da literatura corroborou esses achados, demonstrando
gue cumarinas como imperatorina e osthol apresentam efeitos consistentes sobre
mecanismos-chave da fisiopatologia asmatica, incluindo modulacdo de vias
inflamatorias, relaxamento do musculo liso das vias aéreas e interferéncia em
processos de remodelamento. Esses efeitos parecem estar associados a regulacao
de mudltiplas vias de sinalizagdo e alvos moleculares, reforcando o carater
multifuncional dessa classe de compostos.

No ambito experimental, a avaliacdo da 7-hidroxicumarina (umbeliferona)
revelou atividade antitussigena significativa em modelo murino, sem efeito
expectorante associado, caracterizando um perfil farmacologico especifico. A
reversdo desse efeito por naloxona sugere a participacdo do sistema opioide,
embora os resultados de docking indiguem a auséncia de interacdo direta com
receptores opioides classicos, apontando para mecanismos indiretos possivelmente
relacionados a modulacéo de vias neurais sensoriais envolvidas no reflexo da tosse.

De forma geral, os dados demonstram que, embora estruturalmente
semelhantes, as cumarinas podem exercer efeitos farmacolégicos distintos e
complementares, atuando em diferentes etapas da fisiopatologia respiratdria, como
inflamacado, broncoconstricdo e tosse. Essa diversidade de mecanismos amplia
significativamente o potencial terapéutico dessa classe de compostos.

Por fim, destaca-se que, apesar dos resultados promissores, ainda existem
lacunas importantes, especialmente no que se refere a avaliacdo toxicoldgica,
seguranca e caracterizacdo mais aprofundada dos alvos moleculares envolvidos.
Nesse sentido, estudos futuros sdo essenciais para validar esses achados e avancar

no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas baseadas em cumarinas,
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consolidando seu papel como candidatos relevantes no tratamento de distlrbios

respiratorios.
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ABSTRACT

Asthma is a serious global health issue that affects millions of people worldwide. It is a heterogeneous disease characterized by in-
flammation, bronchial hyperresponsiveness and airway remodelling. Compounds from the coumarin class have been extensively
documented in the literature as promising agents for asthma treatment. This review highlights the potential of coumarins and
their effects in animal models of asthma. Articles from the past 10 years (2014-2024) were selected according to the guidelines of
the PRISMA from the PubMed, Virtual Health Library (BVS) and ScienceDirect databases. The search strategy utilized descrip-
tors from the Medical Subject Headings (MeSH) and Descriptors in Health Sciences (DeCS) databases. Were selected 18 articles
after applying the inclusion criteria: full-text articles published in English and Portuguese, freely accessible and investigating
coumarins and their derivatives with antiasthmatic activity. The coumarins most explored by the authors were imperatorin and
osthole, and the results showed that these coumarins relax airway smooth muscle, reduce inflammation and the release of Th2
cytokines IL-4, IL-5 and 1L-13 and increase protection against inflammation through pro-inflammatory cells, Thl, macrophages
and dendritic cells. Thus, it is concluded that coumarins and their effects, particularly imperatorin and osthole, present a promis-
ing potential in asthma management and could serve as important molecular seaffolds for future investigations.

PLAIN LANGUAGE SUMMARY

Asthma is a chronic disease affecting millions of people worldwide, with no definitive cure, as symptoms reappear when treat-
ment is discontinued. This study reviewed research from the past 10 years to evaluate the potential of coumarins, which are
natural compounds found in plants, in the management of the disease. Among the most extensively investigated molecules, im-
peratorin and osthole stand out for their ability to reduce inflammation, relax airways and modulate immune responses. These
findings suggest that coumarins are valuable candidates for developing novel therapies aimed at improving the quality of life of
individuals with asthma.

1 | Introduction

Asthma is characterized by chronic inflammatory processes
in the airways, leading to cellular infiltration, mucus hyperse-
cretion, eedema and smooth muscle thickening. This results in
airflow obstruction, accompanied by recurrent chest tightness

and breathing difficulty, causing significant suffering and mor-
tality in patients [1]. It affects more than 300 million individuals
worldwide, with increasing prevalence and incidence, leading
to a significant economic burden on society. The main patho-
logical features of asthma include airway hyperresponsiveness
(AHR), inflammatory cell infiltration and excessive mucus
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