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RESUMO

As amidoximas sdo uma classe de compostos versateis no ramo da quimica medicinal por
atuarem como intermedidrios na sintese de moléculas heterociclicas, como prd-drogas de
amidinas e por se comportarem como bioisdstero de dcidos carboxilicos, possibilitando o
desenvolvimento de possiveis candidatos a medicamentos. Possuem algumas atividades
farmacoldgicas descritas como, antimicrobiano, anti-inflamatério, anti-hipertensivo, como
também, tém aplicacdes no setor tecnolégico, como por exemplo, atuam na remog¢do e/ou
recuperacao de fons metdlicos como, cromo, mercurio, urdnio e prata. O teste toxicolégico com
larvas de Artemia salina Leach é uma opcao pratica, de baixo custo e de alta sensibilidade para
ser realizado como um bioindicador de valores de CLso para substancias que tém potencial
farmacoldgico promissor em organismos vivos. O presente estudo aborda a sintese dessas
moléculas a partir da rea¢do de diferentes arinitrilas com o cloridrato de hidroxilamina na
presenca do sal carbonato de s6dio em meio hidroetandlico e irradiada por ultrassom para
determinar os rendimentos e tempos reacionais de cada amidoxima aromdtica com o objetivo
de caracterizd-las por meio de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e '3C e determinar a
concentracdo letal necessaria para matar 50% dos individuos vivos (CL5o) através da avaliacdo
toxicoldgica utilizando o micro crusticeo Artemia salina Leach. O composto que apresentou
melhor rendimento em um tempo reacional considerado baixo foi a p-nitrobenzamidoxima. A
benzamidoxima foi identificada e caracterizada nos espectros de RMN 'H e '3C e a amidoxima
mais téxica foi a p-metilbenzamidoxima ressaltando a influéncia do grupo metila na posi¢ao

para no anel aromatico.

Palavras-chaves: Amidoximas; Artemia salina Leach; Teste toxicoldgico.



ABSTRACT

Amidoximes are a versatile class of compounds in the field of medicinal chemistry as they act
as intermediates in the synthesis of heterocyclic molecules, as amidine prodrugs and because
they behave as a carboxylic acid bioisoster, enabling the development of drug candidates. They
have some pharmacological activities described as antimicrobial, anti-inflammatory,
antihypertensive, as well as having applications in the technological sector, for example, acting
in the removal and/or recovery of metallic ions such as chromium, mercury, uranium and silver.
The toxicological test with larvae of Artemia salina Leach is a practical, low-cost and high-
sensitivity option to be performed as a bioindicator of LCso values for substances that have
promising pharmacological potential in living organisms. The present study addresses the
synthesis of these molecules from the reaction of different arinitriles with hydroxylamine
hydrochloride in the presence of sodium carbonate salt in a hydroethanolic medium and
irradiated by ultrasound to determine the yields and reaction times of each aromatic amidoxime
in order to characterize them by means of Nuclear Magnetic Resonance of 'H and '3C and to
determine the lethal concentration necessary to kill 50% of the alive individuals (LCso) through
the toxicological evaluation using the micro crustacean Artemia salina Leach. The compound
that showed the best yield in a reaction time considered low was p-nitrobenzamidoxime.
Benzamidoxime was identified and characterized in the 'H and '*C NMR spectra and the most
toxic amidoxime was p-methylbenzamidoxime, highlighting the influence of the methyl group

in the para position in the aromatic ring.

Keywords: Amidoximes; Artemia salina Leach; Toxicological test.
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1 INTRODUCAO

A Quimica Medicinal é um ramo do estudo responsdvel pelo desenvolvimento de
farmacos, o qual colabora para obtencdo de novas moléculas biologicamente ativas. A sintese
orginica € uma estratégia que auxilia este processo na preparacdo das moléculas propostas.
Durante o desenvolvimento, as moléculas farmacologicamente ativas que precisam de algum
melhoramento podem ter origem natural (animal ou vegetal), ser um produto proveniente de
uma sintese quimica ou ser um prot6tipo molecular oriundo de um planejamento racional para
obtencdo de farmacos. Independentemente de sua origem, a maioria dos compostos com
potencial terapéutico precisa passar por processos de melhoramento através de modificacdes
quimicas até que apresentem caracteristicas e propriedades farmacoldgicas aceitdveis, tais
como: maior poténcia e seletividade, e menor toxicidade (SANTOS; GONSALVES; ARAUJO,
2018).

O processo de sintese de moléculas quimicas, frequentemente, estd associado a algum
tipo de propriedade fisico-quimica indesejavel, configurando um desafio para que estas
moléculas cheguem a seus sitios biologicos apropriados. Os pro-fairmacos sdo uma estratégia
de sintese quando se torna impossivel aperfeicoar as indesejaveis propriedades fisico-quimicas
que sdo incompativeis com o desenvolvimento e, principalmente, com os alvos bioldgicos

desejados (RAUTIO et al., 2018).

A populagdo sofre com doengas, muitas destas cronicas, as quais sdo controladas com o
uso de medicamentos rotineiramente. Diante disso, os pesquisadores vém estudando com muito
esforco o comportamento das moléculas e possiveis novos sitios bioldgicos que elas poderiam
atuar para que as doencgas possam ser curadas ou tratadas. Os compostos heterociclicos sao uma
das classes de moléculas mais importantes e mais explorada na drea da Quimica Medicinal. Sao
estruturas caracterizadas pela presenca de heterodtomos como o nitrogénio, enxofre oxigénio,
dentre outros. Estes heterodtomos sdo capazes de influenciar diretamente na reatividade, na
atividade e/ou toxicologia, nas interacdes farmaco-receptor, como também na farmacocinética
e metabolismo das moléculas (PATHANIA; NARANG; RAWAL, 2019; BOZOROV; ZHAO;
AISA, 2019).

Ao longo dos dltimos vinte anos com 0 avango tecnoldgico, os métodos computacionais
se tornaram estratégias bem estabelecidas na area das ciéncias bioldgicas. O estudo in silico é

amplamente aplicado como uma ferramenta nos processos de triagem, identificacdo de locais
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de ligacdo e estudo estrutural de enzimas e proteinas o qual € baseado em calculos tedricos e na

quimica computacional (SABRI et al., 2019).

A utilizacdo da simulag¢do baseada em computadores por meio de um software em
diferentes dreas da ciéncia vem se mostrando de baixo custo e cada vez mais disponivel. O
modelo computacional in silico, juntamente com outras ferramentas avangadas de simulacdo
sdo alternativas que auxiliam no desenho racional de moléculas quimicas com fins
farmacéuticos, com o objetivo de facilitar o entendimento dos pesquisadores sobre os
complexos mecanismos fisiologicos e interacdes que um medicamento apresenta apds seu

desenvolvimento (VULOVIC et al., 2018).

Dentre os compostos promissores € que possuem uma gama de aplicacdes, estdo as
amidoximas. Este grupo de moléculas e seus derivados sdao utilizados nas diversas dreas do
conhecimento, como na quimica orgdnica, onde atuam como intermedidrios na sintese de
compostos que sao moduladores da atividade biolégica (heterociclicos) e como pr6-drogas das
amidinas. Uma das vantagens apresentadas pelas amidoximas € a facilidade, geralmente, em
sintetizd-las e pela fun¢do amidoximica, frequentemente, ser utilizada como bioisdstero de
acidos carboxilicos, o que possibilita a criacio de possiveis candidatos a medicamentos
(AGUIAR; CUNHA, 2015; FREITAS FILHO et al, 2015; SAHYOUN; ARRAULT;
SCHNEIDER, 2019).

As amidoximas possuem uma variedade de atividades descritas pela literatura nas areas
tecnoldgica, biologica e farmacoldgica. No setor tecnolégico atuam como quelante na
recuperacao e/ou remoc¢ao de distintos ifons metdlicos, uma vez que, complexam metais em
solugdes aquosas. Também promovem a catdlise da reacido de acoplamento do tipo Suzuki para
a formacdo de novas ligagdes C-C, no armazenamento e adsor¢do de gds carbdnico, dentre
outras aplicacdes. Com relagdo as atividades bioldgicas e farmacoldgicas, as amidoximas
podem apresentar atividade como agentes antioxidante, anti-hipertensivo, anti-helmintico, entre
outros. Além destas utiliza¢des, na agricultura, j4 foram observadas atividades inseticida e
fungicida destes compostos (FREITAS FILHO et al., 2015; ANDRADE; FREITAS FILHO;
FREITAS, 2016).

Desta forma, uma vez que, as amidoximas sdo potentes moléculas de interesse clinico
por apresentarem inimeras atividades bioldgicas e farmacoldgicas, € de grande relevancia saber
sobre seu grau de toxicidade quando estas sustancias entram em contato com organismos Vivos.

Um teste toxicoldgico que vem sendo abordado pelos pesquisadores para indicar o real nivel de
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toxicidade € o do bioindicador Artemia salina Leach, o qual apresenta vantagens, como baixo
custo, alta sensibilidade a compostos toxicos e resposta rdpida, em comparagdo com outros

métodos (BORBA et al., 2019).

As art€mias sdo microcrusticeos de dguas salgadas que podem ser utilizados para
indicar a Concentra¢do Letal para matar 50% da espécie viva (CL50) como forma de avaliar a
atividade bioldgica da citotoxicidade. Embora o bioensaio toxicologico de amidoximas frente
a Artemia salina Leach ndo seja muito explorado pela literatura, a toxicidade de um farmaco é
um fator que implica diretamente na atividade e resposta terapéuticas. Visando a avaliacao da
toxicidade, o uso deste teste toxicolégico vem a ser uma ferramenta para direcionar o
planejamento de moléculas com niveis toxicoldgicos aceitdveis. Por apresentar alta
sensibilidade, os resultados do teste utilizando a Artemia salina Leach sdo confiaveis e

assemelham-se com testes em seres humanos (OLIVEIRA et al., 2019).

Desta forma, associando a praticidade de sintese de moléculas que possuam a fungdo
amidoximica e a necessidade de novas descobertas de possiveis candidatos a farmacos que
possuam atividades bioldgicas e perfis de seguranca pré-estabelecidos pela literatura, o
presente trabalho tem por objetivo sintetizar, caracterizar os compostos através de métodos
espectroscopicos e avaliar o potencial toxicoldgico que essas substdncias podem causar em

contato com o ambiente biolégico da Artemia salina Leach.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v" Sintetizar diferentes amidoximas aromdticas e avaliar sua toxicidade frente a

Artemia salina LEACH.

2.2 Objetivos Especificos

v' Sintetizar diferentes amidoximas arométicas;

v' Caracterizar as amidoximas aromaéticas por Ressondncia Magnética Nuclear de
Préton e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 'H e RMN 3C);

v Realizar o bioensaio toxicoldgico das amidoximas aromadticas frente a larva da
Artemia salina Leach;

v" Determinar a CLso das amidoximas aromaéticas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Generalidades da Quimica Medicinal

Com o avancgo da ciéncia e da tecnologia na industria farmacéutica hd um fomento pelo
desenvolimento de fairmacos mais potentes e com poucos efeitos colaterais. Segundo dados
estatisticos, o tempo médio de Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) de um farmaco € de
aproximadamente de 10 a 17 anos, sendo um tempo considerdvel e com um investimento
elevado, porém as taxas cobradas na aprova¢do de moléculas inovadoras durante o processo de
descoberta e desenvolvimento sdo inferiores a 10%. Uma novidade que surgiu nesse processo
foi 0 uso de técnicas computacionais em projetos moleculares de medicamentos, os quais sao
assistidos por computadores e podem fornecer informagdes relevantes sobre o processo de
descobertas de drogas, como também, aumentar a eficiéncia dos estudos e diminuir os custos

(WANG et al.,2019; TITTAL et al., 2020; SUN et al., 2020).

Estudos realizados durante as tltimas décadas apontaram que a industria farmacéutica
global gastou aproximadamente 100 bilhdes de reais com a descoberta de novos agentes
terapéuticos para o tratamento de doencas em humanos. A identificacio de moléculas que
apresentem alguma atividade é um passo importante durante esse processo. No entanto, a
descoberta de novos farmacos baseia-se em alvos terapéuticos e fenétipos, e isso, envolve
primeiro realizar uma selecdo de alvos biolégicos para s6 depois descobrir moléculas ativas.
Embora seja um processo demorado e caro, a descoberta de potentes agentes terapéuticos com
base em alvos bioldgicos, vem se tornando uma metodologia padrdo no meio cientifico. Uma
vez o alvo selecionado, um ensaio bioquimico baseado em atividades experimentais ¢é
desenvolvido para rastrear um banco de dados de compostos, os quais sdo otimizados por meio

de estratégias da quimica medicinal (DENG et al., 2020).

A industria farmacéutica apresenta um limitado nimero de alvos devido alguns destes
ndo apresentarem ensaios de triagem bioquimica sensivel, pois muitas proteinas que estdo
relacionadas com doencas humanas ainda sdo consideradas indecifrdveis ou muito dificeis de
serem atingidas parcialmente por agentes inibidores, retratando assim, a necessidade de realizar
ensaios alternativos de triagem, uma vez que, faltam outras tecnologias mais eficientes. As
abordagens baseadas em fendtipo vém tendo uma atengdo crescente como metodologia de
triagem para muitas pesquisas, visto que, a descoberta de medicamentos baseada em perfis
fenotipicos prover ensaios, nos quais € possivel rastrear moléculas nos organismos, tecidos e

células baseando-se em um modelo farmacolégico. Esses ensaios tém a capacidade de preservar
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o meio celular e de fornecer informac¢des de que um composto gerard efeitos desejaveis quando

for submetido a ensaios clinicos (HOU; LIU; XU, 2019; DENG et al., 2020).

Apo6s o estudo de pesquisa de novas moléculas, o processo de desenvolvimento de
medicamentos comeca com a identificacdo de compostos que consigam se ligar a um alvo
terapéutico ou que apresentem alguma atividade bioldgica (hits) em testes de triagem.
Compostos lideres sdo os que apresentam propriedades biofarmacéuticas como, baixa
toxicidade, solubilidade adequada para administra¢do por via oral, dentre outras propriedades
farmacocinéticas. Normalmente, estas moléculas sdo encontradas por meio de uma triagem
realizada com inimeras destas, ou por um processo sintético de modificacdo estrutural. Por
muitos anos, a utilizacdo de metodologias experimentais vem sendo abordada durante a cria¢ao
e desenvolvimento de medicamentos, no entanto, este processo pode ser acelerado por meio de
técnicas computacionais, também chamadas de métodos in silico. Esta nova metodologia
permite processar um grande nimero de informacdes da molécula, codificando-a com precisao,
e auxiliando no entendimento dos mecanismos de acdo e no melhoramento das propriedades
dos medicamentos (SALDIVAR-GONZALEZ; PRIETO-MARTINEZ; MEDINA-FRANCO,
2017).

3.2 Estudos computacionais in silico

Em meados da década de 1960, a bioinformatica ou biologia computacional aflorou-se
devido a fatores como, crescimento na disponibilidade de sequéncias de aminodcidos,
macromoléculas capazes de carrearem informacdes e desenvolvimento de computadores digitas
mais rapidos. Em 1970 vérias técnicas ja tinham sido desenvolvidas para andlise de estrutura,
evolucdo e funcdo molecular. Recentemente, o campo da bioinformdtica vem crescendo
gradativamente com a aplicacio de metodologias analiticas quantitativas a modelagem de
sistemas com redes biologicas que foram desenvolvidos para uso de dados e/ou métodos

computacionais. Desta forma, € possivel investigar os efeitos de substancias de interesse clinico

(LEE et al., 2018; SILVEIRA, 2018).

Para que um medicamento seja aprovado e devidamente comercializado, ele precisa
estar de acordo com as fases que promovem a acdo bioldgica efetiva, as quais sdo: farmacéutica,
farmacocinética e farmacodindmica. A fase farmacocinética é onde acontecem os estudos de
absorcao, distribuiciao, metabolizacao, excre¢do e toxicidade (ADMET), como também € a fase

responsavel por 30% dos erros que acontecem durante o processo de desenvolvimento de uma
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molécula com potencial farmacolégico. Os estudos in silico t€ém papel importante para tragar
um bom perfil ADMET de um medicamento e apresentam parametros, como a “Regra dos 5 de
Lipinski”. De acordo com essa regra, os seguintes fatores como: massa molecular inferior a 500
g/mol, nimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (ALH) inferior ou igual a dez, nimero de
doadores de ligacdo de hidrogénio (DLH) menor ou igual a cinco, cLogP (coeficiente de
particdo n- octanol/dgua) inferior ou igual a cinco identificam e caracterizam moléculas com
potencial promissor. Os estudos in silico no que se refere a farmacocinética e toxicologia de
moléculas tém sido bastante abordados, pois auxiliam no processo de descoberta de novas

terapéuticas (BRITO, 2010; PEREIRA, 2019).

3.3 Oximas

Sdo compostos quimicos derivados da reacdo entre o cloridrato de hidroxilamina com
cetonas, os quais sao largamente utilizados por apresentarem inimeras aplicagcdes laboratoriais
e industriais. Na sintese organica se destacam pela versatilidade e funcionam como precursoras
de uma ampla gama de compostos. Particularmente, elas tém importancia tanto para a area
farmacéutica, como para a medicina, pois, sdo carreadores de substancias ativas em
medicamentos como Pralidoxima e Obidoxima, os quais sdo reativadores da enzima
acetilcolinesterase. Os derivados de oximas também sdo conhecidos como modificadores de
cadeias de aminodcidos (peptideos) ou agentes herbicidas. Na indudstria alimenticia, esses
compostos sdo utilizados como adogantes, os quais sao até 2000 vezes mais doces que o agucar
tradicional, e na engenharia de materiais muitos derivados de oximas atuam como adsorventes
de metais pesados e como modificadores de polimeros (ARAUJO; GONSALVES, 2015;
BOLOTIN et al., 2017).

Os significativos avancos na quimica sintética proporcionam avanc¢os em inovacgoes
terapéuticas, juntamente com a elucidacdo de mecanismos biologicos a nivel molecular. As
estratégias em biotecnologia tém sido fundamentais para fornecer informacdes uteis para a
quimica medicinal, dentre elas, destacam-se o monitoramento de indicadores celulares e
bioquimicos, os quais estdo associados com as alteracdes fisioldgicas e metabdlicas que sdao
induzidas por um estado patolégico, como também, a avaliacdo dos efeitos de medicamentos
sobre organismos vivos, o que permite a descoberta de novos tratamentos para as doencgas

(ANDRADE; KUMMERLE; GUIDO, 2018).
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3.4 Amidoximas

As amidoximas sdo derivadas de carboxamidas o que as diferenciam das oximas
convencionais. Constituem um bloco de moléculas de grande importancia por apresentarem
versatilidade de aplicagdo em vdrias dreas do conhecimento. Elas atuam como pré-drogas de
amidinas e participam como compostos intermedidrios na sintese de moléculas heterociclicas
como, imidazadis, triazoéis, oxadiaxdis, entre outros. Em 1873, Lossen e Schifferdecher relataram
a primeira sintese de amidoximas por meio da reacdo do 4cido cianidrico com o cloridrato de
hidroxilamina, no entanto, s6 em 1884 que estas moléculas ficaram conhecidas através da
sintese da mandelamidoxima e benzomidoxima. Apresentam uma estrutura que contém uma
amina (-NH2), um grupo isonitroso (=NOH) e R pode ser um grupo alquila ou arila (Figura
01), os quais podem fornecer a estas moléculas um cardter anfétero ou a possibilidade de
existirem em duas formas tautoméricas (FREITAS FILHO ef al., 2015; BOLOTIN; BOKACH;
KUKUSHKIN, 2016).

Figura 01 - Estrutura geral das
amidoximas.

_OH
N

Fonte: Autoria prépria, 2021.

Com relagdo as suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas, as amidoximas podem ser
empregadas como moléculas com potencial antimicrobiano, anti-inflamatdrio, anti-
hipertensivo, antioxidante, antiarritmico, fungicida (Figura 02), dentre outras. No que diz
respeito as aplicacdes no ramo tecnoldgico, as amidoximas podem atuar na catdlise da reagdo
de acoplamento do tipo Suzuki, na remocdo e/ou recuperacdo de diferentes fons metdlicos
(urdnio, mercurio, cromo, prata, entre outros) em solucdes aquosas e na constru¢cao de novas
ligacdes C-C. Amidoximas sdo compostos que possuem uma alta capacidade como agentes
quelantes se comparados a outros fons de metais pesados, como chumbo (Pb), cobre (Cu),
caddmio (Cd) e niquel (Ni), promovendo aos pesquisadores ideias de confec¢do de microesferas,

géis e resinas que contenham o grupo amidoximico em suas composicdes (FREITAS FILHO
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et al., 2015; ANDRADE; FREITAS FILHO; FREITAS, 2016; ALMEIDA et al., 2018;
PUSPITASARI et al.,2018; TABELE et al.,2018; BERGER et al.,2019; HUANG et al.,2019)

Figura 02 - Exemplos de amidoximas com atividades biolégicas/farmacolégicas.

JOH
X OH NI HaN NOCOCH-
0
\}\/L NH,
O O

Antiarritmico

Anti-inflamatdrio/
antioxidante

.OH
N N,OH

|
sat :
UL

Antimicrobiano

Anti-hipertensivo

X, Y=N NO:R1, R2, R3=varios substituintes
Fungicida

Fonte: Autoria propria, 2021.
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A literatura descreve mais de uma metodologia para sintese de amidoximas, sendo a
mais convencional a que utiliza o cloridrato de hidroxilamina, numa condi¢@o de agitacao sob
temperatura ambiente ou aquecimento. Em 1873 quando Lossen e Schifferdecher sintetizaram
essas moléculas pela primeira vez e utilizaram o acido cianidrico e a hidroxilamina, o que
resultou num produto denominado “isuretin” (Esquema 01) que hoje é conhecido como (Z)-
N’-hidroxiformimidamida ou formamidoxima, o qual € um sélido cristalino solivel em vérios
alcoois ou em dgua quente. Em 1884, Tiemann e colaboradores, a partir da reacdo entre
diferentes nitrilas e cloridrato de hidroxilamina, descreveram a sintese, purificacdo e
caracterizacdo de amidoximas. Para que houvesse a liberacdo da hidroxilamina, utilizaram o
etanol como solvente e adicionaram um sal basico no meio reacional (FREITAS FILHO et al.,

2015).

Esquema 01 - Sintese do Benzamidoxima, Mandelamidoxima e Isuretin.

_OH
Na2CO3Y MeOH N

RCN + NH,OH |
60-80°C R )\NHz

R= CgHs, Benzamidoxima
R= (CgHs5)CH,OH, Mandelamidoxima
R=H, Isuretin

Fonte: Autoria prépria, 2021.

Avangos no campo cientifico por meio de estratégias tecnoldgicas, como por exemplo,
estudos in silico e in vitro estdo tendo crescente aplicacdo na drea da toxicologia para
monitoramento de vias moleculares subjacentes aos efeitos toxicos. Isso mostra uma evolugao
na ciéncia, como também uma alternativa para substituir e/ou reduzir o uso de animais de
laboratério, o que pode refletir em prazos mais curtos para tomada de decisdes. Avangos de
metodologias mais tecnoldgicas estdo fornecendo aos pesquisadores toxicologistas subsidios
para gerar, armazenar e analsar quantidades de dados complexos (DERTINGER et al., 2019;
PRIOR et al., 2020).

3.5 Ensaio toxicolégico

Células de organismos vivos ainda sio amplamente e inevitavelmente utilizadas para
direcionar as pesquisas farmacéuticas e experimentos de testes farmacoldgicos com a revelacio

de dados que sdo utilizados para projetar a eficicia e toxicidade de drogas. A utilizacido de
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célula estatica (in vitro) exige um menor custo para pesquisa, porém € uma estratégia que nao
se assemelha aos complexos microambientes fisioldgicos. O teste padrdo-ouro ainda € a
utilizacdo de animais para emissdo de resultados pré-clinicos de drogas, mas estudos apontam
que esse € um método limitado para prover com precisio eficicia e toxicidade de
medicamentos, pois existe uma certa diferenca filogenética entre humanos e animais (Al et al.,

2019).

A realizacdo de ensaios toxicoldgicos é fundamental para detectar o perfil de toxicidade
de uma substincia. Dentre eles, vale destacar o bioensaio frente a Artemia salina Leach que foi
proposto por Michael et al. (1959) e que vem sendo utilizado nos dias de hoje como organismo-
modelo na investigacdo de efeitos farmacoldgicos e/ou toxicolégicos de produtos naturais e
compostos quimicos inéditos. A Artemia salina Leach € um microcrusticeo cosmopolita de
dgua salgada pertencente a familia Artemiidae, o qual desempenha um papel importante na
cadeia alimentar de seu habitat natural. Vem sendo uma alternativa de escolha para realizacdo
de estudos toxicoldgicos que determinem a concentracdo letal (CLso), por apresentar baixo
custo, ndo ser necessdria aprovacdo em comité de ética para fins de pesquisa, facilidade de
reproducao, facilidade de cultura e grande sensibilidade. Além disso, a literatura aborda que o
bioensaio com Artemia salina LEACH apresenta uma boa correlagdo com testes de
citotoxicidade aguda in vivo (MERINO et al., 2015; SHAALA et al., 2015; RAJABI et al.,
2015; CANSIAN et al., 2017; BEZERRA et al., 2017; CRUZEIRO et al., 2017; LAVTIZAR
etal.,2018; BORBA et al., 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local da Pesquisa

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Sintese Organica e Quimica Medicinal do
Centro de Educacdo e Satide - CES da Universidade Federal de Campina Grande - UFCG,
Campus de Cuité-PB, o qual dispde de todos os equipamentos e reagentes necessdrios para a
realizacdo das reacOes de sintese de diferentes amidoximas. As andlises espectroscopicas de
Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e '3C foram realizadas na Central Analitica da

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Campus de Recife-PE.

4.2 Sintese de amidoximas

A preparacdo das amidoximas foi baseada na metodologia descrita por (BARROS et al.,
2011) com algumas modificagdes visando melhorar o rendimento (Figura 03). Em um baldo de
fundo redondo com capacidade de 125 mL serdo dissolvidos o cloridrato de hidroxilamina (2,08
g; 30 mmol) e carbonato de sédio (1,59 g; 15 mmol) em 40 mL de dgua destilada a temperatura

ambiente, em seguida, foi adicionado 10,0 mmol da arilnitrila em 40 mL de etanol.

A mistura reacional foi encaminhada para um banho ultrassonico sob temperatura de 55
+ 5 °C. O término da reacdo foi comprovado por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)
utilizando uma cuba cromatogrifica contendo um sistema eluente hexano:acetato de etila na
proporcao de 6:4. Finalizada a reacdo, o etanol foi evaporado com auxilio de um evaporador

rotativo, levando a formacao de duas fases, a fase aquosa e a fase organica.

Os produtos obtidos em forma de 6leo foram extraidos do meio aquoso utilizando o
acetato de etila (3 x 25 mL). A fase organica foi separada e seca com sulfato de sédio anidro
(Na2S0Oy4). Posteriormente, a fase organica foi filtrada e o solvente foi removido sob pressao
reduzida lavando as amidoximas, as quais foram purificadas por cristalizacdo utilizando o

sistema de solventes cloroférmio:hexano, na propor¢do 95:5.
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Figura 03 - Sintese de diferentes arilamidoximas.
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Fonte: Autoria propria, 2021.

4.3 Caracterizacdo de amidoximas

Uma vez sintetizadas, as amidoximas foram caracterizadas por meio da andlise de dados

espectroscopicos de Infravermelho (IV) e Ressondncia Magnética Nuclear (RMN).

4.4 Eclosao dos ovos de Artemia salina Leach

Uma vez as estruturas dos produtos confirmadas, foram realizados os testes de
toxicidade frente a Artemia salina Leach utilizando o procedimento de (MEYER et al., 1982).
Preparou- se uma solugdo salina com 38 g de sal marinho Marinex® em 1,0 L de d4gua destilada.
O pH da dgua salinizada foi ajustado para ficar entre 8 ¢ 9 gotejando uma solugio 0,1 mol L™
de hidréxido de sédio (NaOH) para evitar a morte dos microcrusticeos. Em seguida, os ovos
de Artemia salina foram mergulhados na solu¢do salina para eclodirem em uma cuba de vidro
por um periodo de 48 horas sob iluminacao artificial a temperatura ambiente de 25°C. Apds a
eclosdo, transferiu-se para tubos de ensaio de 5 mL contendo os compostos e o controle cerca

de dez larvas de Artemia salina para cada tubo com o auxilio de uma pipeta conta gotas.

4.5 Bioensaio toxicoldogico das arilamidoximas

Preparou-se uma solucio com 10 mg da amidoxima e 50 pL do solvente

dimetilsulfoxido (DMSQO) para solubilizd-la, posteriormente, homogeneizou e o volume foi
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completado para 5 mL com &4gua salinizada. Desta solu¢do foram retiradas aliquotas de 125,
250, 500, 750, 1000, 1125, 1250 e 1875 pL que foram transferidas para outros baldes
volumétricos de 5 mL e os volumes completados com dgua destilada, obtendo-se concentrac¢oes
de 50, 100, 200, 300, 400, 450, 500 e 750 pg/mL para a solucdo da amostra. O teste foi
acompanhado por controle positivo com dicromato de potdssio (K>Cr,07) e solucio salina e
controle negativo com dgua salinizada e dimetilsulfoxido (DMSO). Os cistos de Artemia salina
foram incubados sob iluminacdo artificial por 48 horas para que possa ocorrer a eclosdo das
larvas e estas serem separadas em dez grupos com dez artémias cada. O primeiro e o segundo
grupo receberdo a solucdo controle positivo e controle negativo e as oito seguintes receberdo a
solucdo aquosa do composto em diferentes concentracdes. As amostras foram submetidas a
iluminacdo artificial durante 24 horas. Apds este periodo, foram contabilizadas as larvas vivas

e mortas. O experimento ocorreu em triplicata para cada substancia-teste.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa foi iniciada com a sintese de diferentes arilamidoximas. Essas
arilamidoximas foram obtidas a partir da reacdo das seguintes arilnitrilas: benzonitrila, o-
metilbenzonitrila, p-metilbenzonitrila e p-nitrobenzonitrila com o cloridrato de hidroxilamina
(NH, OH - HCL) na presenca do sal bdsico carbonato de sédio (Na>COsz) em meio
hidroetandlico irradiada por ultrassom, a qual é considerada pela literatura uma metologia de

sintese moderna.

5.1 Tempos e rendimentos das arilamidoximas sintetizadas

De acordo com Freitas Filho ef al. (2015) algumas reacdes, essa metodologia de sintese
que emprega a energia de ultrassom tem a capacidade de reduzir o tempo reacional em
aproximadamente até 290 vezes quando comparada com reagdes que ocorrem sob temperatura

ambiente. A Tabela 01 apresenta os tempos e os rendimentos de cada arilamidoxima sintetizada.

Tabela 01 - Preparacio das arilamidoximas.

Experimento Nitrila Amidoxima f;‘:‘;’;’ Rem(‘;m)ento
. ()
_OH
N N
! ©)\ NH, 30 73
//N IN,OH
2 dNHZ 45 55
CH,
CH,
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//N Nl/OH
4 NH, 40 91

O2N O,N

Fonte: Autoria propria, 2021.

Como mostrado na Tabela 01, as arilamidoximas foram sintetizadas em tempos
reacionais curtos de 20-45 minutos e rendimentos que variaram de 55 a 91% considerados de
moderado a bom. A o-metilbenzoamidoxima (experimento 2) foi a que apresentou menor
rendimento quando comparada com os demais compostos e isso pode estar relacionado com
o fato de que o grupo metil (CH3) na posi¢@o orto causa um impedimento estérico na molécula
dificultando o ataque nucleofilico ao carbono nitrilico, consequentemente, a reacdo acontece
de forma mais lenta, o que resultou em um tempo reacional de 45 minutos, o maior dentres os
demais. O p-metilbenzoamidoxima (experimento 3) apresentou o menor tempo reacional e
um rendimento considerado bom. Neste caso, o grupo metil na posi¢ao para da benzonitrila
causou um menor impedimento estérico na molécula. VIEIRA et al. (2020) apresentam em
seus estudos que esse efeito de menor influéncia estérica aumenta a reatividade da molécula
e isso estd diretamente associado com um rendimento mais significativo do produto. O melhor
rendimento foi visualizado com a utilizagdo de uma nitrila com um grupo fortemente retirador
de elétrons (O2N-) na posicdo para com 91%, o qual se deu num tempo de reacdo de 40
minutos (experimento 4). No experimento 1 com uma nitrila sem nenhum grupo ligado ao
anel aromatico, a reacdo ocorreu em um tempo considerado baixo, no entanto, o rendimento
foi considerado moderado. Freitas Filho ef al. (2015) abordam essa metodologia de sintese
em seu estudo e apresenta esses mesmos produtos num tempo reacional que variou de 15 a 30
minutos com rendimentos de 40 até 88%. Comparando com os resultados deste trabalho, os
maiores rendimentos se mostraram para os mesmos compostos da literatura que possuem um

grupo R ligado ao anel aromético na posi¢ao para.

5.2 Valores de CLso das arilamidoximas frente as larvas de Artemia salina Leach

Em seguida, foi realizado o ensaio toxicolégico das arilamidoximas sintetizadas frente
as larvas de Artemia salina Leach. Esse bioindicador € capaz de formar cistos, os quais sao
utilizados em testes de toxicidade aguda, além de ser prético, barato e rdpido, requer pouca

quantidade da amostra para avaliacdo toxicolégica pré-clinica e possui alta sensibilidade a
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qualquer modificacdo do meio (CARVALHO et al., 2009). A propriedade terapéutica de um
farmaco estd relacionada com suas propriedades fisico-quimicas e atividade bioldgica
desenvolvida por essa subtincia (AVER, KREUTZ, SUYENAGA, 2015). A Tabela 02
apresenta os valores das concentragdes letais (CLso) que levaram a morte de 50% das artémias
em um tempo pré-estabelecido. Os resultados foram fornecidos utilizando o software POLO-

PC (Copyright LeOra software 1987).

Tabela 02 - Concentracao letal (CLso) das arilamidoximas frente as larvas de Artemia
salina Leach.

Bioensaio Composto CLso CLso
P pg/mL uM
IN,OH
1 ©)\NH2 40,7 299,1
_OH
|
2 d\NHZ 273,1 1818,7
CH,
_OH
|
3 /©)\NH2 35,5 230,1
H,C
_OH
N

I
4 @NHZ 79,8 440,5
O,N

Fonte: Autoria propria, 2021.

Os valores de CLs50 variaram de 35,5 até 273,1 ug/mL e de acordo com CARVALHO
et al. (2009) a concentracdo letal pode ser definida a partir da reducdo linear dos organismos
obtida da relacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo da amostra e
quanto menor o valor dessa concentracdo, mais toxica é a substancia. Em um estudo de
métodos de obtencdo de firmacos sob a dptica da quimica medicinal realizado por AVER,
KREUTZ, SUYENAGA, (2015) apontaram que a presenca do grupo metila na estrututa
atribui a molécula maior facilidade de absorcdo e de ligagdo as proteinas plasmdticas por
deixd-la mais lipofilica. A introdugdo e/ou presenca do CHj3 interfere na biotranformacao da

substancia aumentando ou diminuindo a sua taxa de metabolizacdo. E possivel visualizar no
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bioensaio 3 que a p-metilbenzamidoxima apresentou uma CLso de 35,5 pug/mL, o que a
caracteriza como a mais toxica e isso possivelmente se explica pela alta metabolizacdo da
substancia no organismo da artémia. A metila na posi¢do para tem o potencial de aumentar a
metabolizacdo pelo fato da mesma sofrer oxidac¢do. O composto do bioensaio 1, apesar de nao
apresentar nenhum grupo doador ou retirador de elétrons ligado ao anel aromético, apresenta-
se como o segundo mais toxico com CLsp de 40,7 pg/mL. J4 a o-metilbenzamidoxima
(bioensaio 2) foi o composto menos téxico com 273,1 pg/mL. Neste caso, o grupamento
metila na posi¢do orto diminui a taxa de metabolizag¢do por possivelmente mascarar uma outra
parte da molécula metabolicamente ativa, além dos efeitos estéricos e eletronicos deste grupo
ativante. De acordo com CARRASCO (2015), a lipossolubilidade de um composto é
diretamente proporcional com a sua difusdo pelas membranas bioldgicas, aumentando ou
diminuindo a sua biodisponibilidade e, consequentemente, sua eliminacdo. A presenca de um
radical hidrofilico (-NO>) no bioensaio 4 favorece a ionizacao do composto, o que dificulta a
sua difusdo pela membrana bioldgica da Artemia salina Leach, consequentemente, diminui
sua biodisponibilidade e aumenta a sua excre¢cdo sendo o segundo composto menos téxico
com uma CLso de 79,8 pg/mL. A presenca do anel aromdtico enrijece as moléculas e

influencia na atividade bioldgica e poténcia de todas as arilamidoximas.

5.3 Caracterizacao espectroscopica das arilamidoximas

Analisando o espectro de RMN de 'H da benzamidoxima (Figura 04) constatou-se a
presenca de quatro sinais de hidrogénios quimicamente diferentes na estrutura do composto,
que quando somadas as integrais, resultam em um valor de oito hidrogénios, confirmando a

quantidade dos mesmos na estrutura do composto.



34

Figura 04 - Espectro de RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz) da benzamidoxima.
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Fonte: Autoria propria, 2021.

Em 9,63 ppm foi observado a presenca de um simpleto atribuido ao hidrogénio acido
(H-1) pertencente ao grupo isonitriso (NOH). Na regido entre 7,70 a 7,60 ppm aparece um
multipleto com dois hidrogénios e na regido entre 7,40 a 7,30 ppm ha outro multipleto com trés
hidrogénios. Esses multipletos referem-se aos hidrogénios da regido aromética, ou seja, aos
hidrogénios H-3 e aos hidrogénios H-4 e H-5 respectivamente. Cabe comentar que as regides
onde esses dois multipletos mencionados aparecem, sdo caracteristicas de hidrogénios
aromaticos (PAVIA et al., 2015). Outro sinal que merece destaque € um simpleto que aparece
em 5,81 ppm, atribuido aos hidrogénios H-2 do grupo NH», que aparecem na forma de simpleto
devido ndo realizarem acoplamento com nenhum outro hidrogénios presente na estrutura do

composto.

Na Figura 05 foi observado no espectro de carbono da benzamidoxima, a presenca de
cinco sinais de carbonos quimicamente diferentes. O respectivo espectro foi obtido utilizando
DMSO-ds como solvente, uma vez que a benzamidoxima apresenta baixa solubilidade em

CDCl.
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Figura 05 - Espectro de RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz) benzamidoxima.
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Em 150,84 ppm observou-se a presenca de um sinal em uma regido tipica onde
aparecem carbonos quaternérios e carbonilicos PAVIA et al. (2015), onde este sinal foi
atribuido ao carbono C-1 que estd diretamente ligado ao d&tomo de nitrogénio semelhante a um
carbono carbonilico. Em 133,34 ppm o sinal foi atribuido ao carbono C-2 devido o mesmo
sofrer desblindagem em virtude da proximidade da por¢do amidoximica que retira densidade
eletronica e expde o nucleo do tipo de carbono em questdo. Em 128,87 e 128,08 ppm aparecem
os sinais atribuidos aos carbonos C-3 e C-4 respectivamente. Por fim em 125,39 ppm podemos
notar o sinal do carbono mais blindado da estrutura da benzamidoxima, ou seja, o carbono C-5

que sofre pouca influéncia de grupos ou d&tomos que possam causar desblindagem eletronica.
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6 CONCLUSAO

Com as sinteses das diferentes arilamidoximas, os tempos e os rendimentos foram
determinados e pode-se concluir que a amidoxima que apresentou melhor rendimento em um
tempo reacional de 40 minutos em banho ultrassonico foi a p-nitrobenzamidoxima com 91%.
Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H e '*C determinaram a estrutura da

benzamidoxima, onde todos os sinais foram identificados e caracterizados.

Ap6s a avaliacdo do perfil de toxicidade de todas as arilamidoximas frente as larvas de
Artemia salina Leach determinado pela CLso, a p-metilbenzamidoxima se comportou como a
substancia mais toxica dentre as demais com 35,5 pg/mL de dose letal necessdria para matar
50% dos organismos vivos.

O composto que apresentou menor toxicidade foi o o-metilbenzamidoxima com uma
CLso de 273,1 pg/mL, porém, o mesmo apresentou um baixo rendimento de 55% apods 45

minutos reacgao.

Diante destes resultados, ressalta-se o potencial promissor que estas moléculas possuem
no campo biolégico, quimico e farmacodgico, despertando o interesse em estudos de sintese
com possiveis modificagdes estruturais e com aplicagdo de metodologias computacionais de
estudos de toxicidade que objetivem elucidar compostos com valores de CLsp que sejam
relacionados com a Regra dos Cinco de Lipinski, realizando o cdlculo do seu coeficiente de
particdo (cLogP) para caracterizar o perfil fisico-quimico da molécula no que diz respeito a

lipofilicidade e, consequentemente, a absor¢ao do fimaco pelas membranas bioldgicas.
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