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RESUMO

As amidoximas e seus derivados apresentam indmeras aplica¢cdes nas mais diversas
dreas do conhecimento, por exemplo, na quimica sintética, no campo tecnoldgico, na area
farmacoldgica e bioldgica. Especificamente, a benzamidoxima, composto que possui
importantes atividades bioldgicas, tais como: hipotensivas e tuberculostiticas. Em paralelo,
um dos ensaios bioldgicos tem ganhado bastante destaque por utilizar organismos vivos
simples (microcrusticeos) como parametro de andlise bioldgica, € o bioensaio de toxicidade
frente as larvas do microcrusticeo Artemia salina Leach, devido ser um método simples,
rdpido e de baixo custo. Diante disso, € evidente a importancia das amidoximas, no entanto,
avaliar sua toxicidade € necessdrio. Logo, este trabalho apresentou como objetivo sintetizar a
benzamidoxima a partir de trés métodos e avaliar a sua toxicidade frente as larvas da Artemia
salina Leach. A benzamidoxima foi sintetizada a partir da reagdo entre a benzonitrila e
cloridrato de hidroxilamina em meio hidroetandlico, através das metodologias utilizando
apenas agitacdo magnética, agitacdo e aquecimento de 50 °C e utilizacdo de ultrassom
aquecido. A estrutura do composto foi caracterizada pelas técnicas espectroscopicas de RMN
de 'H e °C, enquanto que a CLso das artémias foi determinada através do software POLO-PC.
Como resultado, a benzamidoxima foi obtida com rendimentos considerados de moderado a
bom (29 — 74%), na forma de um sdlido branco cristalino e a CLso encontrada através do
software POLO-PC, com 95% de confianca, foi de 42,8 pg/mL, o que ¢ uma elevada
toxicidade.

Palavras-Chave: Quimica Organica; Amidoximas; Artemia salina Leach.



Abstract

Amidoximes and their derivatives have many applications in the most diverse areas of
knowledge, for example in synthetic chemistry, in the technological field, in the
pharmacological and biological area. Specifically the benzamidoxime is a compound that has
important biological activities, such as: hypotensive and tuberculostatic. In parallel, one of the
biological tests has gained considerable prominence by using simple living organisms
(microcrustaceans) as parameter of biological analysis is the toxicity bioassay against larvae
of the microcrustaceans Artemia salina Leach, because it is a simple, fast and low cost
method. In view of this, the importance of amidoximes is evident, however, assessing their
toxicity makes it necessary. Therefore, this work aimed to synthesize the benzamidoxime
from three methods, and to evaluate its toxicity to the larvae of Artemia salina Leach.
Benzamidoxime was synthesized from the reaction between benzonitrile and hydroxylamine
hydrochloride in hydroethanolic medium using methods using only magnetic stirring, stirring
and heating at 50 °C and use of heated ultrasound. The structure of the compound was
characterized by 'H and '*C NMR spectroscopic techniques, while the LCso of artemia was
determined using the POLO-PC software. As a result, benzamidoxime was obtained in
moderate to good yields (29-74%) as a white crystalline solid, and the LCso found through the
95% confidence POLO-PC software was 42,8 pg/mL, which is a high toxicity.

Keywords: Organic Chemistry; Amidoxime; Artemia salina Leach.



1. INTRODUCAO

As amidoximas e seus derivados apresentam inimeras aplicacdes nas mais diferentes
areas do conhecimento, por exemplo, na quimica sintética, atuam como precursores de
inimeros compostos heterociclicos, tais como: oxadiazéis, benzimidazdis, triazdis,
benzotiazéis, imidazdis, entre outros (CAI et al., 2015; ZHU et al., 2012; ZIENKIEWICZ et
al., 2004; XU et al., 2015; WIGLENDA & GUST, 2007).

Figura 1: Alguns compostos organicos heterociclicos.

O\N H N\
o O
y

Oxadiazol Benzimidazol Triazol
% N
N
\ / >
% {,
H
Benzotriazol imidazol

Fonte: Propria autoria.

No campo tecnolégico, as amidoximas apresentam uma variedade de aplicacdes
atuando como agente quelante formando complexos com varios fons metdlicos em solugdo
aquosa, objetivando a remog¢do e/ou recuperacdo desses ions nesta solucdo, sendo eles:
chumbo, prata, ouro, mercurio, cromo, entre outros (PUSPITASARI et al., 2018; LIU et al.,
2010; LIN et al., 1993; QU et al., 2013; COSKUN & DILCI, 2014); na adsorcdo de gases e
como catalisador nas reagdes de acoplamento para formacdo de novas ligacdes C-C, a citar
reacdo de Suzuki e Sonogashira (ZHAO et al., 2014; METWALLY et al., 2013; WU et al.,
2012).

As amidoximas também podem ser utilizadas na producdo de embalagens e
revestimento de suporte para vernizes e tintas, microesferas, fibras, resinas, além de filtro para
cigarros e material de partida para novas fibras sintéticas (LEONARD, 1962). A literatura
também descreve o uso desses compostos no tratamento as dguas residudrias contendo
substancias coloridas (WU et al., 2010; ZHAO et al., 2013) e na preparacdao de compésitos a

base de 6xido de grafeno (YUAN et al., 2013).
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Na area farmacoldgica e bioldgica as amidoximas atuam como precursores na sintese
das amidinas, sendo empregadas como pré-fairmacos destes compostos. Além disso, as
amidoximas atuam como: antimaldrico, antimicrobiano, anti-histaminico, anti-hipertensivo,
anti-inflamatério/antioxidante, entre outras aplicacdbes (DEGARDIN et al.,, 2012;
OUATTARA et al., 2009; NINGAIAH et al., 2013; SAULTER et al., 2005; BENN et al.,
1962; MULL et al., 1958; NICOLAIDES, 1998). As amidoximas também sdo utilizadas para
fins agricolas, apresentando boa atividade inseticida e fungicida (PAUL, 1981; JIN et al,,
1995).

Embora, as amidoximas apresentem uma grande variedade de aplicacdes faz
necessdrio realizar estudos toxicolégicos, uma vez que dependendo de sua toxicidade é
preferivel ndo utiliza-las. Deste modo, o uso da mortalidade de organismos simples
(microcrusticeo Artemia salina Leach) tem sido bastante aproveitado para o
supervisionamento de uma resposta bioldgica, envolvendo apenas um parametro: morte ou
vida (MEYER et al., 1982; BRANCO, 2009). Um dos ensaios bioldgicos tem ganhado
bastante destaque por utilizar apenas morte ou sobrevivéncia de organismos Vivos
(microcrustaceo Artemia salina Leach) como unico parametro de andlise, é o bioensaio de
toxicidade frente as larvas de Artemia salina Leach, devido ser um método simples, rapido e
de baixo custo (MERINO et al., 2015). Vale ressaltar que este ensaio é muito usado em testes
de ecotoxicologia, para a avaliagcdo da toxicidade de efluentes e poluentes ambientais
(PETERS et al., 1997).

As artémias vém sendo utilizadas para avaliar a toxicidade de produtos naturais, a fim
de prever o uso desses compostos como a moluscicida, larvicida, anticonvulsivante,
citotoxicidade em células de cancer hepdtico humano, dentre outros (LUNA et al., 2005;
BAGHERI et al., 2010).

Diante disso, € evidente a importincia das amidoximas, no entanto, avaliar sua
toxicidade faz necessario. Logo, o trabalho tem como problema de pesquisa sintetizar e

avaliar a toxicidade da benzamidoxima frente a Artemia salina Leach.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e Sintetizar por diferentes métodos a benzamidoxima e avaliar sua atividade

toxicoldgica frente as larvas da Artemia salina Leach.

2.2 Objetivo Especifico

e Sintetizar a benzamidoxima a partir de diferentes métodos;

e (Caracterizar a benzamidoxima a partir da técnica espectroscopica de RMN do
lH e 13C;

e Comparar o rendimento e o tempo da sintese da benzamidoxima a partir de
diferentes métodos;

e Avaliar a toxicidade da benzamidoxima frente as larvas da Artemia salina

Leach.

14



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Aspectos Gerais e Aplicacoes das Amidoximas

O primeiro relato da sintese das amidoximas foi descrito, em 1873, por Lossen e
Schifferdecher, através da reacdo entre a hidroxilamina e o 4dcido cianidrico, em que eles

obtiveram pela primeira vez a amidoxima que denominaram “isuretin’’ (esquema 1).

Esquema 1: Sintese do Isuretin.

N/OH

P
NH,0H + HCN - R™ "NH,
Hidroxilamina  &cido cianidrico Isuretin

Fonte: Prépria autoria.

Entretanto, apenas no ano de 1884 o termo amidoxima foi utilizado por Tiemann, apés
a sintese da mandelamidoxima e benzamidoxima. Neste mesmo ano, os autores Tiemann e
Kriiger realizaram as caracterizacdes desses compostos (TIEMANN & KRUGER, 1884).

As amidoximas sdo substincias cristalinas e incolores (SANTOS et al., 2018),
apresentando em sua estrutura os grupos funcionais amina (-NH») e isonitroso (=NOH)
ligados simultaneamente a um carbono de hibridizacdo sp’. Este carbono estd ligado
diretamente a um grupo R que pode ser um hidrogénio, um grupo alquila ou um grupo arila.
Estas caracteristicas possibilitam que as amidoximas apresentem indmeras aplicacdes em
diferentes dreas do conhecimento, por exemplo, na drea bioldgica e farmacoldgica atuam
como pro-farmacos das amidinas, na drea tecnoldgica e na industrial atuam como adsorvente
de gases ou agentes complexantes de fons metalicos em solu¢des aquosas (SANTOS et al.,
2018).

Do ponto de vista fisico-quimico, as amidoximas apresentam cardter anfétero devido a
presenca dos grupos funcionais amina e isonitroso, os quais possibilitam a existéncia em duas

formas tautoméricas denominadas de amino-oxima e a-hidroxiamino imina (esquema 2).

15



Esquema 2: Formas tautoméricas das amidoximas.

N/OH H\/Nk/OH
P
NS
R™ "NH, < R” “NH
Amino—oxima a—hidroxiamino imina

Fonte: Prépria autoria.

Vale salientar que a posicdo dos grupos amina e hidroxila presentes na forma
tautomérica mais estavel (amino-oxima), permite a configuracdo do isdmero Z e E, sendo eles
denominados syn-periplanar (sp) e anti-periplanar (ap), como mostra o esquema 3 (FREITAS

FILHO et al., 2015).

Esquema 3: Conformacdes na forma tautomérica da amino-oxima.

= a H _
|
OH 0 0
N’ N'/ Nl/ “H \lN H N
= — l
NH, NH, = NH, NH, == NH,
Benzamidoxima Zap Zsp Eap Esp

Fonte: Prépria autoria.

Em 2011, Zulfigar e colaboradores, publicaram um artigo relatando que as
amidoximas possuem a capacidade de adsorverem moléculas de CO; (um dos principais
causadores do efeito estufa). Neste trabalho, os pesquisadores utilizaram a acetoamidoxima,
poliamidoxima, terafenilamidoxima e tetraquinoamidoxima, as quais apresentaram diferentes
graus de adsor¢do. A acetoamidoxima apresentou maior capacidade de adsorciao de CO> (2,71
mmol/g), quando comparado com a terafenilamidoxima e tetraquinoamidoxima. A
poliamidoxima demonstrou uma maior adsor¢iio de COx por drea superficial (0,53 mmol/m?),
quando comparada com o carvio ativo (0,02 mmol/m?). Estes compostos estdo descritos na

figura abaixo (2).
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Figura 2: Amidoximas utilizadas como adsorventes de CO,,

OH HsC
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N N OH
/ "\
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HO HO
Terafenilamidoxima Tetraquinoamioxima

Fonte: Prépria autoria.

Hu e colaboradores (2014), realizaram estudos, descrevendo a utilizacdo de uma nova
fibra fluorescente, sintetizada a partir do fon complexante Eu** e a poliamidoxima. Segundo
os autores, essa fibra apresentou excelentes resultados na absor¢do de luz visivel e ultravioleta
e na emissao de luz, durante o periodo de 10 horas sem interrup¢des. A fibra apresentou forte
intensidade fluorescente e boas propriedades mecanicas.

Na literatura encontra-se o emprego das amidoximas em diferentes ensaios de
adsorcdo de fons metdlicos. Por exemplo, Huang e colaboradores (2013), sintetizaram e
utilizaram nanofibras de poliamidoxima (AO-PAN) na adsorcdo de fons de ferro e cobre. Os
valores das capacidades médximas de adsorc¢dao dos fons foram respectivamente 215,18 mg/g
para os fons de Cu®* e 221,37 mg/g para os ions de ferro. De acordo com os autores, 0s
resultados foram bastante satisfatérios, uma vez que houve um aumento na capacidade de
adsor¢do da nanofibra.

A literatura, descreve a sintese de diversas arilamidoximas utilizando cloridrato de
hidroxilamina e arilnitrilas a temperatura ambiente na presenca de um sal bésico. A partir
dessa metodologia, Srivastava e colaboradores (2009), sintetizaram 10 amidoximas com

rendimentos que variaram de 31-93% apds 20-72 horas de reac¢do (esquema 4).
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Esquema 4: Procedimento de preparacio de aril-amidoximas.

| N NaHCO 4 | N NH,

+ NH,OH.HCI >
H,O, EtOH, t.a. (=
R R

R =H, CHs, OCHjs, Cl,
R =Br, HC= C, Ac

Fonte: Propria autoria.

A literatura também descreve a preparagdo do tricloroamidoxima através da reacdo
entre a tricloronitrila com cloridrato de hidroxalamina em meio aquoso, na presenca de
NaOH. Nesta metodologia, descrita por Bretanha e colaboradores (2009), o rendimento obtido
foi de 90%, com um tempo curto de 3 horas devido a utilizacdo da hidroxilamina (esquema

S).

Esquema 5: Sintese da tricloroacetoamidoxima.

OH
N/
_ NaOH, H,O
Cl3C-C=N +  NH,OH.HCI ik v |
t.a., 3h cciy NH,
Tricloroacetonitrila Cloridrato de Hidroxilamina Tricloroacetoamidoxima

Fonte: Prépria autoria.

De acordo com Stemper e colaboradores (2018), a poluicdo por uranio envolve alta
toxicidade e radioatividade, causando risco a saide humana e ao meio ambiente. Procurando
evitar tais riscos, os autores realizaram procedimentos e chegaram a uma conclusdo de que a
quelacdo é um método eficaz para remover urinio (VI) de solucdes aquosas. Para tal
afirmacdo, os pesquisadores sintetizaram o composto N,N-bis(2-((Z)-3-amino-3-
(hidroxiimina)propoxi) etil)benzamida através da reacdo de hidroxilamina com N,N-bis(2-(3-
cianopropoxi)etil) benzamida. As habilidades do composto N,N-bis(2-((Z)-3-amino-3-
(hidroxiimina)propoxi)etil) benzamida ao complexo uranila catidnico em d4dgua foram
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avaliadas através da determinacdo de suas constantes de afinidade e pardmetros
termodindmicos por meio da Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (CTI). Os resultados
mostraram boa afinidade pelo uranio, uma vez que a molécula é capaz de quelar varios
cations de uranio, provando ser um método eficaz e importante para a remediacdo de dguas

residuais contaminadas com uranio (figura 3).

Figura 3: Composto N,N-bis(2-((Z)-3-amino-3-(hidroxiimina)propoxi)etil)benzamida.

HO/N\\/\/O\/\,},/\/O\/\(/N\OH

NH, Bz NH,

Fonte: Prépria autoria.

Em 2018, um novo derivado de amidoxima O-acilpireno foi facilmente sintetizado a
partir do pireno-1-carbaldeido por Malkondu e colaboradores. Nesta metodologia, também foi
investigada a capacidade de deteccdo de fluorescéncia do receptor para vérios anions. Tais
resultados mostraram que o receptor exibiu comportamento fluorescente distinto por um
aumento de 45 vezes na intensidade de emissdo ao reagir com o fluoreto. A reacdo de
cicliza¢do induzida por flior do receptor levou a formacao de um derivado de pireno-1,2,4-
oxadiazole altamente fluorescente. No entanto, outros anions como Cl, Br, I, AcO™, NOs™,
ClOs , H2PO4™ e HSO4 ndo apresentaram um aumento notavel na intensidade das emissoes.
A extin¢do de fluorescéncia do receptor foi explicada pelo mecanismo de transferéncia de
elétrons fotoinduzido.

Sanguineti e colaboradores (2011), descreveram a sintese de diferentes amidoximas
alifaticas substituidas a partir da reacdo de nitroalcanos primdrios com amidas de litio ou
magnésio. A partir desta metodologia, foram obtidas 10 amidoximas com rendimentos que

variaram entre 26-68% (figura 4).
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Figura 4: Amidoximas preparadas a partir da reag@o de nitroalcanos.

Método A /OH
EtMgCl, amina, THF N
1 A ,3h
R NO, Método B |
nBuLi, amina, THF H3C CH
-78a 0°C, 3h e
HsC HsC HsC
—N-OH __N-OH
n-BuNH t-BuNH CgHq¢yNH
HsC HsC H
—N-OH —N-OH —_N-OH
Bl PhHN t-BuNH
H5C
HsC >:N—OH
>:N—OH NH
CH,=CHCH,NH
CF4
CN

H;C
—N-OH

O

H3C

*>:N—OH
N

Fonte: Propria autoria.

Petukhov e colaboradores (1997) descreveram a sintese de amidoximas ciclicas a

partir de a-hidroxilamina, boroidreto de sédio em acetonitrila. A oxima o-amino sofre uma

fragmentacdo redutiva de Beckmann, que logo em seguida, sofre um rearranjo formando

novas amidoximas ciclicas com rendimentos que variaram entre 36-65% (esquema 6).
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Esquema 6: Rearranjo da oxima a-hidroxilamino para formar amidoxima ciclica.

OR
/

Me
§ NHOH

NaBH ,-CH,CN

Py
X

OR
/

A, 0,5-8h

R=H,Ac

Fonte: Prépria autoria.

Na literatura relata a sintese rapida e eficiente de alquilas e arilamidoximas através do

método de irradiacdo ultrassonica. As alquil e arilamidoximas foram preparados a partir da

reacdo de benzonitrila e cloridrato de hidroxilamina e adicdo de carbonato se sddio, tratados

com etanol e 4gua em temperatura ambiente. As reacOes foram irradiadas durante 15 e 30

minutos a uma temperatura de 55 °C (a reacdo foi monitorada por Cromatografia de Camada

Delgada). Através desta metodologia foram obtidos 10 compostos diferentes com altos

rendimentos que variaram de 40-92% com intervalos de tempo entre 15-30 min (esquema 7).

O ponto importante deste trabalho foi promover a reacdo de forma eficiente com maiores

rendimentos € menor tempo de reacdo do que o método convencional (BARROS et al., 2011).

Esquema 7: Sintese de alquil e arilamidoximas.

R—C=—=N +
aj

a = Me

b = n-Pr

c =Ph

d = p-tolyl

e = m-tolyl

NH,OH.HCI
f = o-tolyl
g = p-CIPh
h = p-BrPh

i = m-BrPh
j = p-NO,Ph

R
N\ /7
NaCO4

EOH.O \

EtOH/H,0 N
N

aj

R= Alquil ou aril

Fonte: Propria autoria.

21



Katritzky e colaboradores (2006), sintetizaram diferentes amidoximas a partir do
emprego da irradiacio de micro-ondas. Nesta metodologia, os autores reagiram
imidoilbenzotriaz6is com hidroxilaminas apropriadas. Neste trabalho, os autores obtiveram 8
amidoximas com rendimentos que variaram de 65-81% apds um intervalo de tempo de 5-15

min (esquema 8).

Esquema 8: Sintese de amidoximas a partir do método de irradiacdo de micro-ondas.

R’ R®
/ /
N . NI
EtsN, M.O.
A ; + PN 0 s’o\N/\R1
N R R 5-10 min R L4
l
N=N
1.2 g , 3 4 .
R, R = alquil,aril, heteroaril R™ =H, CHy R =H, alquil

Fonte: Propria autoria.

3.2. Estudo Toxicoldgico da Artemia Salina Leach

A toxicologia estuda os efeitos nocivos causados por determinadas substincias em
organismos vivos. Os testes de toxicidade sdo desenvolvidos com o objetivo de identificar ou
avaliar os efeitos de substincias nos sistemas bioldgicos, além de certificar a toxicidade
relativa dessa substancia (COSTA et al., 2008).

O teste de toxicidade aguda ocorre devido a um unico contato com o agente tOxico em
um intervalo de tempo de aproximadamente 24 a 48 horas. Normalmente avaliam a
mortalidade dos organismos vivos quando submetidos a uma dose letal para matar 50% dos
individuos (DLso), geralmente usando ratos e coelhos como formas de avaliacdo no teste
toxicoldgico, no entanto, estes testes apresentam desvantagens como os custos elevados e uma
maior quantidade de amostras a serem utilizadas nos processos experimentais (RIOS, 1995;
BUENO & PIOVEZAN, 2015; BAROSA, 2003; XAVIER, 2005). H4 muito tempo, animais
vém sendo utilizados para avaliar o risco toxicolégico de diversas substincias e
medicamentos. No entanto, além do estudo in vivo, existe também o estudo in vitro, sendo
este, o mais utilizado frequentemente; devido ao grande rigor estabelecido nos laboratérios
com o uso de animais. A DLso é a dose necessaria capaz de matar 50% da amostra usada nos
testes (normalmente medida em miligramas de substancia por quilograma de massa corporal
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dos individuos testados (mg/kg =ppm) para se determinar um tipo de radiacdo ou de uma dada
substancia. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), sdo consideradas toxicas
substancias que apresentam DLso abaixo de 1000 ppm em Artemia salina (MEYER et al.,
1982; BUENO & PIOVEZAN, 2015).

Devido aos movimentos de defesa dos animais, os ensaios utilizando animais
vertebrados vem sendo evitados, uma vez que apds o0s ensaios estes animais sao sacrificados.
A fim de contornar isso, os ensaios de toxicidade vém sendo realizados através do processo in
vitro, em que uma boa escolha € o uso da Artemia salina (BRITO NETO, 2013).

A Artemia salina Leach também conhecida como camarao salmoura (figura 5), é uma
espécie de microcrusticeo da ordem Anostraca e familia Artemiidae (MEYER et al., 1982),
geralmente € utilizada como alimento para diversos peixes € crustidceos presentes no ambiente
natural, devido a isso, preferem habitar em locais com dificil sobrevivéncia para outras

espécies predadoras (ATES et al., 2016).

Figura 5: Microcrusticeo Artemia salina Leach em seu estado nauplio.

Fonte: Google Imagens, 2019.

A Artemia salina apresenta como vantagem, resisténcia ao ser transportada,
simplicidade no cultivo, reproducdo e no armazenamento dos cistos (MERINO et al., 2015).
Podem ser visualizadas com o auxilio do microscépio ou a olho nu (SOUZA et al., 2015).

Alguns paises que realizam a aquicultura comercial utilizam a Artemia salina em
grande escala, no qual suas caracteristicas nutritivas sdo indispensdveis (sdo ricas em
proteinas, vitaminas (caroteno) e sais minerais) auxiliando no desenvolvimento de espécies
marinhas durante algumas etapas de seu ciclo de vida (CORREA & PENAFORT, 2011). Os

cistos apresentam didmetro de 250 um. Os nduplios recém-eclodidos possuem 450 um de
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comprimento € uma artémia adulta 10 mm de comprimento, possuindo corpo alongado
(IGARASHLI, 2008).

A utilizacdo da Artemia salina tem crescido satisfatoriamente nos ultimos anos, em
consequéncia da sua simplicidade no manuseio, ensaios rapidos, eficicia nos resultados e o
baixo custo, favorecendo a sua utilizacio em diversos estudos (RAJABI et al., 2015). A
artémia é empregada na avaliacdo preliminar da toxicidade de substancias de origem natural
ou sintética (BELEM et al., 2015). O ensaio com a Arfemia salina evita a utilizagdo de ratos e
camundongos em testes in vivo e pode ser utilizado como pardmetro para analisar diversas
atividades bioldgicas, a citar citotéxica (CHOHAN et al., 2010), antioxidante (SARAIVA et
al., 2011), fototéxica (OJALA et al., 1999), larvicida (LUNA et al.,, 2005), entre outras
(BAGHERI et al., 2010; NINO et al., 2006).

De acordo com Tiew e colaboradores (2002), existem diversos estudos envolvendo a
Artemia salina como pré-ensaio que avalia a citotoxicidade de plantas, abrindo espago para
futuras andlises e uso como protétipos de novos farmacos. Neste contexto, o uso de
bioensaios para o monitoramento de extratos, fracdes e outros compostos de plantas vém
ganhando espacgo dentro de laboratdrios, em busca de determinar uma variedade de produtos,
utilizando o microcrusticeo Artemia salina, na qual € capaz de fornecer importantes
informacdes de atividades bioldgicas e ainda, poupar a necessidade de ensaios antitumorais
mais caros ou em animais (MEYER et al., 1982; NOLDIN et al., 2003; CEPLEANU, 1993).

A 1dade das larvas da Artemia salina foi um dos aspectos levados em consideracao em
alguns trabalhos realizados, uma vez que este fator influenciou diretamente a toxicidade
atribuida a quatro carbamatos por Barahona e Sdnchez-Fortin (1999). Os autores concluiram
que os microcrusticeos com 72 horas de vida foram mais sensiveis a exposi¢c@o aos pesticidas
do que aqueles com 24 horas. Tendo em vista os resultados, eles definiram que as larvas com
48 h de vida, em estado nduplio, sdo as mais recomendadas para este ensaio (BARAHONA &
SANCHEZ-FORTUN, 1999).

E comprovado através de dados da literatura, diversos estudos que envolvem a
Artemia salina, no qual englobam suas capacidades laboratoriais, sua utilizacdo para avaliar a
qualidade da 4gua e para detectar microorganismos. Nesta mesma linha de raciocinio, Varé e
colaboradores (2002) afirmam que: “A Artemia salina Leach, além de ser utilizada como
bioindicador e biomonitor da qualidade da dgua, por exemplo, € utilizada na determinacdo da
citotoxicidade de pesticidas e organofosforados” (VARO et al., 2002). H4 vérios outros

estudos encontrados na literatura, em que a Artemia salina é utilizada em vérias avaliagdes
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bioldgicas, confirmando sua versatilidade e sensibilidade em diversos estudos de toxicidade
(HARADA, 2009).

Oliveira e colaboradores (2018), descreveram a sintese € o bioensaio toxicolégico
frente as larvas de Artemia salina Leach de 4-Bromobenzamidoxima. A 4-
Bromobenzamidoxima foi obtida na forma de cristais brancos com um rendimento alto igual a
83%, seguindo a metodologia descrita por Srivastava et al., (1997). O bioensaio toxicoldgico
frente as larvas de Artemia salina Leach apresentou uma CLsg igual a 38,5 pug/mL, que

demonstra que a 4-Bromobenzamidoxima é altamente toxica de forma que a mesma pode

apresentar uma potencial atividade bioldgica.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Locais da pesquisa

Os processos de sintese e purificacio das benzamidoximas foram realizadas no
Laboratério de Sintese Orgéanica e Quimica Medicinal (LASOQM), as avaliacdes de atividade
toxicolégica frente a Artemia salina Leach foram desenvolvidas no Laboratério de Pesquisa
de Fisiologia encontrado no bloco J dos laboratdrios localizados no Centro de Educacdo e
Saide da Universidade Federal de Campina Grande — Campus Cuité. Ja os espectros de
ressonincia magnética nuclear (RMN) do hidrogénio (‘H) e carbono ('*C) das substancias
avaliadas foram realizados na Central Analitica da Universidade Federal do Pernambuco —

Campus Recife.

4.2 Materiais e equipamentos

4.2.1 Sintese

De maneira geral, utilizou-se reagentes e solventes dos fornecedores Aldrich, Vetec,
Dinamica, Neon e Cinética. Os solventes foram destilados para uma purificacao adicional de
acordo com os dados descrito na literatura (PERRIN & AMAREGO, 1996). O hexano e
acetato de etila foram destilados através de destilacio fracionada utilizando um sistema de
coluna de Vigreux.

A sintese da benzamidoxima realizada a partir do método ultrassonico, foi realizada
em um aparelho de irradiagdo de ultrassom, Ultracleaner 1400A com frequéncia ultrassonica
de 40 KHz e poténcia ultrassonica 135 W, seu temporizador marca de 0 a 30 minutos e
aquecimento de até 60°C.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para o acompanhamento das
reacOes, para tanto, foram empregados os seguintes sistemas: hexano/acetato de etila (6:4) e
acetato de etila’hexano (6:4).

Os solventes das solugdes contendo os compostos foram evaporados em um rota

evaporador rotacional conectado a uma bomba de vicuo New Pums Sparmaz.
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4.2.2 Caracterizacdo

Os espectros de RMN foram registrados em um espectrdmetro Varian Unity Plus de
300 MHz ou em um espectrometro Varian URMNS de 400 MHz. Os deslocamentos quimicos
estdo expressos em ppm (partes por milhdo) em relacdo ao pico residual do dimetilsulféxido

(DMSO-d6). Todas as constantes de acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz).

4.2.3 Preparacdo para eclosdo da Artemia salina Leach

Os cistos da Artemia salina foram adquiridos em uma loja de produtos marinhos,
sendo armazenadas sob resfriamento de 5 °C até a execu¢do dos experimentos. As larvas da
Artemia salina foram utilizadas para determinar a Concentracdo Letal Média (CMso) como
parametro de avaliacdo de atividade toxicoldgica (LOPES et al., 2002).

A agua do mar artificial, para criacdo das larvas, foi preparada pela dissolugdo de 19 g
de sal marinho (Natural Ocean®), adquirido em loja de produtos marinhos, em 500 mL de
dgua destilada (MEYER, 1982). O pH da dgua salina foi verificado através de um pHmetro e
foi constatado o valor de 7,92 (similar a 4gua do mar) sendo que a literatura relata um valor
entre 7,5 a 8,4 indicando um cardter levemente bdsico da dgua marinha como condicdo
favoravel (SOMESB, FTC — EaD, 2007).

Para eclosdo dos cistos da Artemia salina utilizou-se uma cuba retangular de vidro
(10x15x5 cm) com uma diviséria contendo varios furos de 2 mm obtendo-se dois

compartimentos na cuba.

4.3 Procedimentos sintéticos

As trés metodologias distintas para a realizacdo da sintese da benzamidoxima

seguiram o esquema de reagcdo abaixo:
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Esquema 9: Condig¢des reacionais para a sintese da benzamidoxima.

OH
/
N
=
NazCO3 NH
+ NHOHHCI ———= 2
EtOH:H,O
Benzonitrila Benzamidoxima

Fonte: Prépria autoria.

A benzamidoxima foi preparada a partir da reac@o entre a benzonitrila e cloridrato de
hidroxilamina com a adi¢do de carbonato de sédio em meio hidroetandlico, ambos em
temperatura ambiente. No qual o método A consistiu em utilizar apenas agitacdo magnética, o

método B agitacdo magnética e aquecimento de 50 °C e o método C ultrassom aquecido.

4.3.1 Procedimento Sintético da Benzamidoxima — Método A: Utilizando

Apenas Agitacdo Magnética

O procedimento sintético para a sintese da benzamidoxima através do método A
utilizando apenas agitacdo magnética, consistiu em utilizar um baldo de fundo redondo com
capacidade de 125 mL contendo 1,5434 g de benzonitrila dissolvida em 30 mL de etanol. Em
um erlenmeyer com capacidade de 75 mL, adicionou-se 2,6078 g de cloridrato de
hidroxilamina e 1,9875 g de carbonato de sédio dissolvendo-se os 30 mL de dgua aos poucos
devido a liberagdo de gas na solucdo, e entdo, transferido para o baldo.

A mistura reacional foi submetida a agitacdo magnética por 24 h. O monitoramento da
reacdo foi verificado através de cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando placas de
silica-gel e sistema de solvente acetato de etila: hexano (6:4). Para visualizacao das placas, foi
utilizada luz ultravioleta. A mistura reacional foi concentrada por evaporagdo rotativa sob
pressdo reduzida com temperatura entre 50-60 °C.

O balao foi lavado 3 vezes com uma pequena quantidade de acetato de etila,
transferindo a solucdo para um funil de separacdo. Em seguida, lavou-se o baldao 3 vezes com
uma pequena quantidade de solucdo saturada de cloreto de amonio (NH4Cl) transferindo para
o funil de separac@o. A fase organica foi separada, seca sob sulfato de sddio anidro e filtrada.
O solvente foi removido por evaporagdo rotativa a pressao reduzida e o produto foi purificado

por cristalizacdo utilizando cloroférmio/hexano como solventes levando a formacdo da
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benzamidoxima. Em seguida, o produto bruto que passou para o kitassato foi recristalizado
com cloroférmio e hexano. O composto obtido foi seco em um dessecador com bomba de alto

VAacuo.

Figura 6: Utilizacdo da agitacdo magnética na sintese da benzamidoxima.

Fonte: Proépria.

4.3.2 Procedimento Sintético da Benzamidoxima — Método B: Utilizando

Agitacdo Magnética e Aquecimento de 50 °C

O procedimento sintético para a sintese da benzamidoxima através do método B
utilizando agitacdo magnética e aquecimento de 50 °C consistiu em utilizar um erlenmeyer
com capacidade de 75 mL, no qual foi adicionado 2,6065 g de cloridrato de hidroxilamina e
1,9878 g de carbonato de sodio dissolvendo-se 30 mL de dgua aos poucos, devido a liberacao
de gas na solugdo, e entdo, transferiu-se toda a solu¢do para um baldo de fundo redondo com
capacidade de 125 mL e colocado em agitacdo magnética e aquecimento de 50 °C. Em
seguida, apds a solugdo anterior obter efervescéncia, adicionou-se 1,5449 g de benzonitrila e
30 mL de etanol.

O balao contendo a mistura reacional foi submetida a agitacdo magnética por 4 horas e
em banho de 6leo mineral com temperatura de aproximadamente 50+5°C. O monitoramento

da reacdo foi verificado através de cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando placas
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de silica-gel e sistema de solvente acetato de etila: hexano (6:4). Para visualizacdo das placas,
foi utilizada luz ultravioleta. A mistura reacional foi concentrada por evaporacgdo rotativa sob
pressdo reduzida com temperatura entre 50-60 °C.

O baldao foi lavado 3 vezes com uma pequena quantidade de acetato de etila,
transferindo a solu¢@o para um funil de separacdo. Em seguida, lavou-se o baldo 3 vezes com
uma pequena quantidade de solucdo saturada de cloreto de amdnio (NH4Cl) transferindo para
o funil de separacdo. A fase orgénica foi separada, seca sob sulfato de sédio anidro e filtrada.
O solvente foi removido por evaporagdo rotativa a pressao reduzida e o produto foi purificado
por cristalizagdo utilizando cloroférmio/hexano como solventes levando a formagdo da
benzamidoxima. Em seguida, o produto bruto que passou para o kitassato foi recristalizado
com cloroférmio e hexano. O composto obtido foi seco em um dessecador com bomba de alto

Vacuo.

Figura 7: Utilizacdo da agitacdo magnética e aquecimento de 50 °C.

Fonte: Propria.

4.3.3 Procedimento Sintético da Benzamidoxima — Método C: Utilizando

Ultrassom Aquecido

O procedimento sintético para a sintese da benzamidoxima através do método C

utilizando ultrassom aquecido, consistiu em utilizar um erlenmeyer com capacidade de 75
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mL, no qual foi adicionado 2,6076 g de cloridrato de hidroxilamina e 1,9880 g de carbonato
de s6dio dissolvendo-se 30 mL de dgua aos poucos, devido a liberagdo de gas na solugdo, e
entdo, transferiu-se toda a solucdo para um balao de fundo redondo com capacidade de 125
mL. Depois, colocou-se o baldo em banho ultrassonico até cessar efervescéncia. Em seguida,
adicionou-se 1,5443 g de benzonitrila e 30 mL de etanol.

O balado contendo a mistura reacional foi levada ao banho ultrassonico sob temperatura
por 45 minutos em um aparelho de irradiacdo de ultrassom, Ultracleaner 1400 A com
frequéncia ultrassonica de 40 KHz e poténcia ultrassonica 135 W com temporizador que
marca de 0 a 30 min. e aquecimento de até 60 °C. O monitoramento da reagdo foi verificado
através de cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel e sistema
de solvente hexano: acetato de etila (6:4). Para visualizacdo das placas, foi utilizada luz
ultravioleta. Apds a comprovacdo do término da reagdo através da CCD, concentrou-se a
mistura reacional utilizando um evaporador rotatério a pressdao reduzida com temperatura
entre 50-60 °C.

O balao contendo a mistura reacional foi lavado 3 vezes com uma pequena quantidade
de acetato de etila, transferindo a solucdo para um funil de separacdo. Em seguida, lavou-se o
baldo 3 vezes com uma pequena quantidade de solug¢do saturada de cloreto de amodnio
(NH4Cl) transferindo para o funil de separacdo. A fase organica foi separada, seca sob sulfato
de sddio anidro e filtrada. O solvente foi removido por evaporagdo rotativa a pressdo reduzida
e o produto foi purificado por cristalizacdao utilizando cloroférmio/hexano como solventes
levando a formagdo da benzamidoxima. Em seguida, o produto bruto que passou para o
kitassato foi recristalizado com cloroférmio e hexano. O composto obtido foi seco em um

dessecador com bomba de alto vacuo.

Figura 8: Utilizagdo do ultrassom na sintese da benzamidoxima.

Fonte: Propria.
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4.4 Bioensaio frente as larvas da Artemia salina Leach

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina Leach seguiu a metodologia descrita
por Meyer e colaboradores (1982).

Primeiramente € necessdrio eclodir e selecionar larvas de Artemia salina aptas ao teste
de toxicidade. Para isso, foi preparado um meio salino, diluindo 19 g de sal marinho em 500
mL de dgua destilada, com pH 7,92 (similar a d4gua do mar). Sendo que 250 mL foram
utilizados para a eclosdo dos cistos na cuba especifica e o restante para o preparo da dilui¢do
da amostra testada. Os cistos foram postos em um lado da diviséria o qual foi coberto para se

resguardar da luz (Figura 9).

Figura 9: cuba com parede divisdria e protecao de luz.

(LS, THNEI Y

Fonte: Propria.

O lado oposto da cuba permaneceu sob iluminacdo através de uma lampada
incandescente (40 W), no qual os cistos das art€mias ficaram incubados por 48 horas (Figura
10). Por serem fototrépicas, as larvas mais resistentes migram em dire¢do a luz através dos

orificios da divisdria, sendo estas, aptas ao teste.
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Figura 10: Incubadora das Artemias salinas Leach.

Fonte: Propria.

Ap06s 48 horas necessdrias para eclosdo e selecdo das larvas de Artemia salina habeis
para o teste de toxicidade, com o auxilio de uma micropipeta, as artémias foram coletadas em
dez grupos com 10 artémias cada para diferentes tubos de ensaio previamente identificados,
no qual receberam a solu¢@o aquosa do composto em diferentes concentracoes.

No preparo da solucdo a ser testada foi adicionado 0,04 g de benzamidoxima em 1 mL
de DMSO (devido a baixa solubilidade da agua salina) e completado com &agua salina até
completar 40 mL de solugdo (= 39 mL de solucdo salina). Desta solugdo foram retiradas
aliquotas de 250, 225, 200, 175, 150, 125, 100, 75, 50, 25 pL que foram transferidas para
tubos de ensaio e adicionadas as concentragdes de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10
ug/mL, respectivamente, da solucdo a ser testada. Desta forma, foram utilizadas 1000
artémias distribuidas em 100 tubos de ensaios, nos quais foram adicionadas 10 artémias em
cada tubo de ensaio. Os tubos de ensaio foram divididos em grupos de dez em dez contendo
concentracoes diferentes (10 a 100 pg/mL).

Em seguida, a cada tubo foi adicionado o meio salino preparado até completar 2,5 ml
de solucdo. As amostras foram submetidas a iluminag¢do artificial durante 24 horas, apos este
periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas.

Os tubos de ensaio foram deixados em contato com a luz incidente (Figura 11) e apds

24 horas, foi realizada a leitura dos natplios. Foram consideradas larvas mortas todas as que
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ndo apresentavam qualquer movimento normal apds alguns segundos de observacdo e foi

realizada a contagem de art€émias mortas e vivas em cada tubo.

Figura 11: Tubos com as artémias.

T

Fonte: Prépria autoria.

O teste também foi acompanhado de um controle negativo (dgua salina e
dimetilsulféxido). Para a determinacdo da toxicidade do percentual de mortalidade de 50%
das larvas (CLso), foi realizada a andlise através do software POLO-PC (Copyright LeOra
Software 1987).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Uma vez que a literatura descreve diferentes métodos para a sintese das amidoximas, o
trabalho visou um estudo comparativo da melhor condi¢do reacional para a sintese da
benzamidoxima. Dentre os métodos para sintese desse composto foram escolhidos trés, em
que a principal diferenca entre eles foi a forma de energia empregada, sendo eles:

» Meétodo A: apenas agitagdo magnética;
» Meétodo B: agitagdo magnética e aquecimento de 50 °C;
» Método C: ultrassom aquecido.

Os trés métodos foram baseados na reacdo entre a benzonitrila e cloridrato de

hidroxilamina com a adi¢do de carbonato de s6dio em meio hidroetandlico, conforme descrito

no esquema 10.

Esquema 10: Condicdes reacionais para a sintese da benzamidoxima.

OH
/
N
N
A |
Nach3 NH2
+ NH,OHHCI ———=
EtOH:H,O
Benzonitrila Cloridrato de Benzamidoxima
Hidroxilamina

Fonte: Prdpria autoria.

A benzamidoxima foi preparada a partir da reag@o entre a benzonitrila e cloridrato de
hidroxilamina com a adicdo de carbonato de s6dio em meio hidroetandlico, ambos em
temperatura ambiente.

O método A caracterizou-se por utilizar apenas agitacdo magnética. Dessa forma, a
benzamidoxima foi obtida apds 24 h de reacdo. A reagdo foi monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD) através de placas de silica-gel em sistema eluente hexano: acetato de
etila (6:4), como mostra a figura 12. Para a visualizacdo, as placas foram colocadas sob luz

ultravioleta.
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Figura 12: Imagem da CCD da reacio de formacdo da benzoamidoxima.

CCD
Sistema eluente: hexano: acetato de etila (6:4)
i P: composto de partida (benzonitrila)
® o M: mistura dos compostos de partida e da reacao
R: reagdo obtida (benzoamidoxima)
@ @@
P M R

Fonte: Prépria autoria.

Através do método A, a benzamidoxima foi obtida na forma de um soélido branco
cristalino. O composto foi obtido com rendimento de 72%, esse valor mostrou-se proximo ao
encontrado na literatura com 71% de rendimento em 24 h de reacdo, utilizando essa mesma
metodologia (OLIVEIRA, 2002). As vantagens para esse método estdo no menor tempo de
reacdo, maior facilidade de processamento e bom rendimento.

O método B caracterizou-se por utilizar a agitacdo magnética e aquecimento de
aproximadamente 50 = 5 °C. A benzamidoxima foi obtida apds o tempo reacional de 4 h,
sendo monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD) através de placas de silica-
gel em sistema eluente acetato de etila: hexano (6:4), como mostra a figura 13. Para a

visualizacdo, as placas foram colocadas sob luz ultravioleta.

Figura 13: Imagem da CCD da reacdo de formagdo da benzoamidoxima.

CCDh
Sistema eluente: acetato de etila: hexano (6:4)
o P: composto de partida (benzonitrila)
e o M: mistura dos compostos de partida e da reacao
R: reacdo obtida (benzoamidoxima)
|----@------ y W— @----
P M R

Fonte: Propria autoria.
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Através do método B a benzamidoxima foi obtida na forma de um sélido branco
cristalino. O composto foi obtido com rendimento de 29 %. As vantagens desse método estao
no menor tempo de reacdo e maior facilidade de processamento. Uma provéavel justificativa
para esse baixo rendimento € devido a formacdo de subproduto.

O método C caracterizou-se por utilizar o ultrassom aquecido com temperatura de 60
°C. A benzamidoxima foi obtida apds o tempo reacional de 45 min, sendo monitorada por
cromatografia em camada delgada (CCD) através de placas de silica-gel em sistema eluente
hexano: acetato de etila (6:4), como mostra a figura 14. Para a visualizacdo, as placas foram
colocadas em luz ultravioleta. Neste contexto, a benzamidoxima foi sintetizada utilizando a
metodologia descrita por Barros e colaboradores (2011), com algumas modificacdes,

utilizando ultrassom aquecido.

Figura 14: Imagem da CCD da reagdo de formagdo da benzoamidoxima.

CCDh
Sistema eluente: hexano: acetato de etila (6:4)
i P: composto de partida (benzonitrila)
e o M: mistura dos compostos de partida e da reacdo
R: reacdo obtida (benzoamidoxima)
e S
P M R

Fonte: Prépria autoria.

Através do método C a benzamidoxima foi obtida na forma de um sdélido branco
cristalino, com rendimento reacional de 74% em apenas 15 min de reacdo, esses valores
mostraram-se préximos aos encontrados na literatura com 75% de rendimento em 25 min de
reacdo utilizando essa mesma metodologia (VICENTE, 2015).

As vantagens desse método estdo no menor tempo de reacdo, maior facilidade de
processamento € bom rendimento.

A tabela abaixo (1) mostra o tempo e rendimento dos trés métodos.
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Tabela 1: Resultados obtidos das diferentes metodologias A, B e C.

/OH
I
=N
7
Na2CO3 NH2
+ NHOHHCI ———=
EtOH:H,0
Método Tempo reacional Rendimento
A 24 h 72 %
B 4h 29 %
C 45 min 74 %

Fonte: Prépria.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o método mais econdmico,

eficiente e com o melhor rendimento foi o método C em que consiste na utilizacdo do

ultrassom aquecido para a sintese da benzamidoxima.

A partir dos dados presentes na literatura (Srivastava et al., 2009), essa reagdo apresenta

a seguinte proposta mecanistica (esquema 11):

Esquema 11: Mecanismo para a sintese de amidoximas proposta por Srivastava e colaboradores

(2009).

H2l|\|l+ /\

NH S
7% 4 HN—O

intermediario V

¢

NH,
N

amida

a
b i
b
T Ve W4
R—C=N + H,N—OH - H;C NH
1-a ﬂ intermediario |
a
NH
NH,OH I NH )
/\ / 2 — /NH
NH,0H R O R O
intermediario Il intermediario |l
NH, HH
OH
/K\/ — VAN /OH + HoN—OH
R N R NH
2-a

intermediario IV

OH

Fonte: Propria autoria.
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Adicionalmente, os autores propdem que inicialmente o composto 1-a (nitrila) sofre
um ataque nucleofilico da hidroxilamina, em que esse ataque pode ser promovido pelo par de
elétrons do atomo de O (via a) ou no N (via b), formando os intermediarios I e III. As vias “a”
e “b” estdo em equilibrio, no entanto, a via “b” possui o equilibrio mais deslocado na dire¢ao
do intermedidrio I devido essa espécie possuir maior estabilidade quando comparada com o
intermedidrio III e devido a hidroxilamina estar em excesso, favorecendo o equilibrio para a
direita, caracterizando o Principio da lei de L& Chatelier (BROWN, 2005). Outra
caracteristica interessante é que o intermedidrio III pode sofrer ataque nucleofilico do par de
elétrons do N ligado ao O, levando ao ciclo de trés membros, ou seja, o intermedidrio II. O
intermedidrio II estd em equilibrio com o intermediério III. O intermediério III pode sofrer um
ataque intramolecular seguido de um rearranjo alélico da estrutura, formando assim, o
composto de interesse 2-a. A partir desse mecanismo, hd a formacdo de um subproduto
indesejado, uma amida, devido ao grande excesso de hidroxilamina.

Desta forma, este trabalho consistiu em sintetizar a benzamidoxima seguindo o
mecanismo de reac¢do acima (esquema 11), no qual o grupo R do composto de partida (1-a) e
do composto formado (2-a) foi substituido pelo benzeno (CsHe), formando assim, o composto
de interesse, benzamidoxima.

A caracterizagdo estrutural da benzamidoxima foi realizada através das técnicas
espectroscépicas RMN de 'H e RMN de '’C registradas em um espectrdmetro VARIAN
modelo Unity Plus (300 MHz) ou em um espectrometro Varian URMNS de 400 MHz. Os
deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm (partes por milhdo) em relacdo ao pico
residual do dimetilsulf6xido (DMSO-ds). No qual, todas as constantes de acoplamento (J)
foram descritas em hertz (Hz).

A figura 15 (abaixo) refere-se ao espectro de RMN de 'H do composto

benzamidoxima.
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Figura 15: Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 300 MHz) da benzamidoxima.
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Fonte: Prépria.

No espectrometro de RMN de 'H, o composto revelou a presenga de quatro sinais de
hidrogénios, que condiz com a quantidade de hidrogénios quimicamente diferentes na
estrutura do composto. Deste modo, o somatério das integrais resulta em um total de oito
hidrogénios, que correspondem ao total de hidrogénios da estrutura analisada. Em 9,634 ppm
foi observado a presenca de um simpleto atribuido ao hidrogénio (H-1) pertencente ao grupo
isonitroso (NOH). A ampliacdo do espectro revela um multipleto entre 7,694 a 7,669 ppm
com integral igual a dois, que se refere aos hidrogénios (H-3). Na regido ampliada entre 7,378
a 7,362 ppm hd outro multipleto com integral igual a trés, sendo atribuidos aos hidrogénios
H-4 ¢ H-5. E importante ressaltar que, essas regides em que apresentaram esses multipletos
sdo caracteristicas de hidrogénios arométicos (PAVIA et al., 2015). O ppm 5,805 ¢ atribuido
aos hidrogénios H-2 do grupo NHb», que apresentam na forma de um simpleto devido nao
realizarem acoplamento com nenhum outro hidrogénio presente na estrutura do composto.

A figura 16 (abaixo) refere-se ao espectro de RMN de *C da amostra benzamidoxima.
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Figura 16: Espectro de RMN de *C (DMSO-d6, 100 MHz) da benzamidoxima.
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Fonte: Prépria.

No espectrometro de RMN de '*C, o composto apresentou cinco sinais de carbonos
quimicamente diferentes. Em 150,84 ppm, o sinal foi atribuido ao carbono C-1 por estar
diretamente ligado a dois dtomos de nitrogénios que o desblindam e desloca seu sinal para
uma regido de campo baixo. O sinal em 133,34 ppm foi atribuido ao carbono C-2 devido ele
sofrer desblindagem em virtude da sua proximidade com a por¢do amidoximica que retira
densidade eletronica e por se tratar de um carbono quaterndrio, o que é caracterizado por uma
menor intensidade do sinal. Em 128,01 ppm e 125,39 ppm, os sinais foram atribuidos aos
carbonos C-3 e C-4, respectivamente. Os sinais C-3 e C-4 sdo gerados por dois carbonos
quimicamente equivalentes, que podem aumentar a intensidade do sinal. Em 128,87 ppm, o
sinal foi atribuido ao C-S.

Uma vez que a benzamidoxima foi sintetizada e caracterizada, o préximo passo foi
realizar o bioensaio desse composto frente as larvas de Artemia salian Leach.

Por se tratar de um microcrustidceo ativo em dgua salina, foram consideradas larvas
mortas todas as que ndo apresentavam qualquer movimento normal e sedimentacdo apds
alguns segundos de observacao (BUENO & PIOVEZAN, 2015; MEYER et al., 1982). As

artémias com periodo de vida entre 24 - 48 horas em estado metanduplios sdo as mais
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recomendadas para este tipo de teste de citotoxicidade, pois os microcrusticeos com 72 horas
sdo mais sensiveis 2 exposicio aos compostos citotéxicos (BARAHONA & SANCHEZ-
FORTUN, 1999). Neste teste, foram utilizadas 1000 artémias distribuidas em 100 tubos de
ensaios, nos quais foram adicionadas 10 art€émias em cada tubo de ensaio. Os tubos de ensaio
foram divididos em grupos de dez em dez contendo concentracdes diferentes (10 a 100
pg/mL).

A tabela abaixo mostra os resultados obtidos das artémias consideradas vivas e mortas

referente as diferentes concentracdes da substancia testada, a benzamidoxima:

Tabela 2: Contagem das art€mias.

Tubo de Concentracoes Volume da Artémias Artémias
ensaio da substancia solucao testada vivas mortas
testada (pg/mL) (nL)

1-10 100 250 0 100
1-10 90 225 6 94
1-10 80 200 18 82
1-10 70 175 28 72
1-10 60 150 32 68
1-10 50 125 44 56
1-10 40 100 56 44
1-10 30 75 66 34
1-10 20 50 86 14
1-10 10 25 99 1
100 - - 435 565

Fonte: Prépria.

O controle negativo ndo levou a morte de nenhuma larva.

De acordo com a Organizacao Mundial de Saide (OMS), sdo consideradas substancias
altamente toxicas as que apresentam CLsp < 100 pg/mL, toxicidade moderada com CLs entre
100 e 500 pg/mL e CLso > 1000 pg/mL sdo consideradas substincias nao toxicas, em Artemia
salina (MEYER et al., 1982).

A CLso da benzamidoxima frente a Artemia salina Leach foi encontrada através do
software POLO-PC (Copyright LeOra Software 1987), com 95% de confianca. Dessa forma,

as concentragdes testadas no periodo de exposi¢do de 24 h, apresentou CLso de 42,8 ng/mL
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(limite maximo 46,4 e limite minimo 39,2) apresentando toxicidade elevada, valor proximo ao
encontrado na literatura que foi de 40,724 ng/mL (MEDEIROS et al., 2017).

Segundo Merino et al., (2015) e Meyer et al., (1982), o valor da CLs igual a 42,8
ug/mL implica que a benzamidoxima apresenta elevada toxicidade, uma vez que esse valor se

enquadra nos indices inferiores a 100 pg/mL.

Nao toxica Moderada Altamente toxica
¥ T ¥ pg/mL
CLso > 1000 100 < CLso < 500 CLsp < 100

Portanto, a partir dos resultados obtidos, esse bioensaio toxicolégico mostrou-se ser
um método vidvel, pratico e econdmico. Além de ser um método que ndo utiliza animais
vertebrados para analisar diversas atividades bioldgicas. Logo, estando de comum acordo com
o movimento de defesa dos animais (BRITO NETO, 2013). Outros fatores que nos leva a
escolha deste microcrusticeo de dgua salgada é devido sua disponibilidade comercial,
possuindo baixo valor econdmico, sendo encontrados na forma de ovos (cistos), no qual
podem ser preservados assim por muitos anos (MERINO et al., 2015, ARCANIJO et al.,
2012).
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, a benzamidoxima foi sintetizada a partir de trés métodos diferentes,
visando encontrar a melhor condi¢do reacional. O método utilizando apenas agita¢do
magnética levou a benzamidoxima com bom rendimento (72%), utilizando agitacdo
magnética e aquecimento a benzamidoxima foi obtida em baixo rendimento (29%) e
utilizando a irradiacdo de ultrassom aquecido (74%). A benzamidoxima foi caracterizada
através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H e >C. A avaliacdo de toxicidade da
benzamidoxima frente as larvas da Artemia Salina Leach resultou na CLso 42,8 pg/mL, valor
esse que implica em elevada toxicidade.

Deste modo, o bioensaio utilizando as larvas da Artemia salina Leach mostrou-se ser
uma das ferramentas mais uteis para a avaliacio preliminar da toxicidade geral,
caracterizando em um método seguro, simples, eficiente, rdpido, sem necessidade de

equipamentos especiais, sendo assim, econdomico.
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