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RESUMO

As amidoximas possuem sdo amplamente aplicaveis e importantes para os setores industriais,
bioldgicos e farmacolégicos. No campo dos compostos bioativos, as amidoximas destacam-se
por apresentarem acdo frentes a diferentes células patologicas, além de atuarem como pro-
farmacos de amidinas em meio bioldgico. Contudo estudos envolvendo amidoximas
estruturalmente mais simples sdo pouco comuns, especialmente a respeito do perfil
toxicologico desses compostos. Em concordancia com a importancia desses compostos 0
presente trabalho objetivou sintetizar a 4-Bromobenzamidoxima e verificar sua toxicidade
frente as larvas de Artemia salina Leach. A sintese da respectiva amidoxima foi realizada a
partir da correspondente arilnitrila comercialmente disponivel. O composto alvo foi
caracterizado utilizando as técnicas espectroscopicas usuais (IV, RMN H e 13C). O bioensaio
toxicoldgico do composto alvo com a A. salina apresentou uma toxicidade acentuada com CLsg
igual a 38,549 pg/mL, valor obtido através do software estatistico do software POLO-PC. Esse
resultado motiva a utilizagdo da 4-Bromobenzamidoxima em outros testes bioldgicos, incluindo
em células ou até mesmo animais, na busca de encontrar um novo farmaco.

Palavras-chave: amidoximas, bioensaio toxicoldgico, Artemia salina.

ABSTRACT

Amidoxymes are widely applicable and important for the industrial, biological and
pharmacological sectors. In the field of bioactive compounds, amidoxymes stand out for their
action in front of different pathological cells, besides acting as pro-drug of amidines in
biological environment. However, studies involving structurally simpler amidoxymes are
uncommon, especially regarding the toxicological profile of these compounds. In agreement
with the importance of these compounds, the present work aimed at synthesizing 4-
Bromobenzamidoxime and verifying its toxicity against the larvae of Artemia salina Leach.
The synthesis of the respective amidoxime was performed from the corresponding arylnitrile
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commercially available. The target compound was characterized using the usual spectroscopic
techniques (IV, NMR 1H and 13C). The toxicological bioassay of the target compound with A.
salina showed a marked toxicity with CL50 equal to 38.549 pg/mL, a value obtained through
the statistical software POLO-PC. This result motivates the use of 4-Bromobenzamidoxime in
other biological tests, including in cells or even animals, in the search to find a new drug.

Keywords: amidoxymes, toxicological bioassay, Artemia salina.

1 INTRODUCAO

De maneira geral, as amidoximas sdo compostos que apresentam em sua estrutura a
por¢cdo RC(=NOH)NH: podendo R ser um hidrogénio, um grupo alquila ou um grupo arila.
Esses compostos, assim como seus derivados, vém atraindo a atencdo de vérios centros de
pesquisa e da industria farmacéutica, por apresentarem uma ampla variedade de aplicacdes
tecnoldgicas, bioldgicas e farmacoldgicas (FREITAS FILHO et al., 2015; OVDIICHUK &
HORDIYENKO, 2016).

Na quimica sintética, as amidoximas tém sido empregadas na preparacao de importantes
heterociclos, incluindo os oxadiaz6is (CAIl et al., 2015), triazdis (XU et al., 2015),
benzimidazdis (ZHU et al., 2012) entre outros (KUMAR et al., 2005; TANG et al., 2014;
ZIENKIEWICZ et al., 2007), possuem também aplicacBes no setor industrial e diversas
aplicacOes bioldgicas (FREITAS FILHO, et al., 2015). J& no ambito industrial e tecnoldgico,
esses compostos podem atuar como adsorventes de gases (MAHURIN et al., 2014), agentes
complexantes de ions metalicos em solucdo aquosa (BOLOTIN & BOKACHA, 2016) e na
preparacdo de biossensores de hidrogénio (ZHANG et al., 2012). Também foi observado a
utilidade de amidoximas na producdo de embalagens e para revestimento de suporte para
vernizes e tintas, além de filtro para cigarros e material de partida para novas fibras sintéticas
(LEONARD, 1962).

No ambito bioldgico e farmacéutico as amidoximas podem atuar como pro-farmacos
das amidinas, objetivando uma melhora na biodisponibilidade, devido tornarem-se menos
béasicas e em condicdes fisiologicas ndo serem protonada. Além disso, a enzima denominada
de mARC (mitochondrial Amidoxime Reducing Component — Componente Redutor de
Amidoxima Mitocondrial) pode biotransformar as amidoximas nas amidinas (LLAMAS et al.,
2017). Cabe destacar que as amidoximas podem desempenhar uma grande variedade de
atividades biologicas como, por exemplo, leishmanicida (TABELE et al., 2018), antitumoral
(BOLOTIN et al., 2017), antibacteriana (FYLAKTAKIDOU et al., 2008), antitrombdtica
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(GUSTAFSSON, 2003), dentre outros (FREITAS FILHO et al., 2015). Na figura 1 encontram-

se algumas moléculas biologicamente ativas contendo a unidade amidoximica.

Figura 1. Estruturas de amidoximas com suas respectivas atividades biolégicas.
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Apesar do potencial bioloégico das amidoximas, 0 bioensaio toxicoldgico de
arilamidoximas estruturalmente simples, bem como seus derivados, frente a Artemia salina
permanece inexplorado. Cabe destacar que o estudo toxicoldgico é utilizado para nortear o
planejamento de um novo farmaco com perfil toxicologico desejado. Além disso, um dos
principios basicos da toxicologia sdo 0s ensaios ndo clinicos e, principalmente, a diminuicdo da
pratica envolvendo bioensaios com vertebrados de maior superioridade, sendo a Artemia salina
Leach um dos organismos que vem tomando destaque com sua utilizacdo em bioensios
toxicolégicos (CHAROENPHON, KANGWANRANGSAN & JIRAUNGKOORSKUL,
2018). As vantagens desse teste incluem facil manuseio e baixo custo, uma vez que ndo utiliza
de aparelhagem especial e uso de altos nimeros de larvas, possibilitando validacéo estatistica
(RAJABI et al., 2015).

A A. salina € um pequeno organismo zooplancténico pertencente ao filo artropodes e
mais especificamente ao subfilo crustaceo e pode ser encontrado em ambientes marinhos
(salinas). Devido possuir elevada adaptabilidade e uma imensa distribuicdo geogréfica é
comumente utilizada na alimentacéo de diversos seres aquaticos (ATES et al., 2016). O ensaio
com A. salina também permite a ndo utilizacdo de ratos e camundongos em testes in vivo e pode
ser utilizado como parametro para analisar diversas atividades bioldgicas, a citar antioxidante
(SARAIVA et al., 2011), fototoxica (OJALA et al., 1999), larvicida (LUNA et al., 2005),
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citotoxica (CHOHAN et al., 2010), entre outras (BAGHERI et al., 2010; NINO; CORREA &
MOSQUERA, 2006).

Uma vez que o estudo toxicologico de arilamidoximas € um campo pouco explorado, o
objetivo deste estudo € sintetizar a 4-bromobenzamidoxima, caracteriza-la pelos métodos
espectroscopicos usuais e avaliar seu perfil toxicolégico frente as larvas de Artemia salina

Leach.

2 METODOLOGIA
2.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

A sintese da 4-bromobenzamidoxima foi desenvolvida no Laboratério de Sintese
Organica (LASO) do Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina
Grande, Campus Cuité — PB, onde o mesmo € provido de toda aparelhagem necessaria para o
procedimento sintético. A caracterizacdo do composto foi realizada na Central Analitica da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE e 0 ensaio toxicologico frente as larvas de
Artemia salina foi realizado no laboratorio de Toxicologia da Universidade Federal de Campina

Grande, Campus Cuité — PB.

2.2 PROCEDIMENTO SINTETICO

Os reagentes e solventes necessarios a sintese foram obtidos comercialmente da Sigma
Aldrich, Merck, Cinética e Vetec. Os solventes foram purificados de acordo com Armarego e
Chai (2003) e o procedimento sintético para a sintese da 4-bromobenzamidoxima foi baseado
na metodologia descrita por Andrade e colaboradores (2016), onde em um baldo de fundo
redondo de 125 mL contendo 2,5 mmol (0,4551g) de 4-bromobenzonitrila (1) dissolvida em
etanol (5 mL), adicionou-se solu¢do composta por 7,5 mmol de cloridrato de hidroxilamina
(0,518 g) e 3,7 mmol de carbonato de sodio (0,392 g) em 5 mL de &gua. Essa mistura reacional
foi submetida a irradiacdo por ultrassom em temperatura de 50°C durante periodo de 45 min.
O monitoramento da reacdo foi verificado atraves de cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando placas de silica-gel e sistema de solvente hexano/acetato de etila (60:40). Para
visualizagdo das placas, foi utilizada luz ultravioleta. A mistura reacional foi concentrada por
evaporagéo rotativa sob pressdo reduzida. Adicionou-se 50 mL de acetato de etila e lavou-se
com 50 mL de solugéo saturada de cloreto de aménio. A fase orgénica foi separada, seca sob
sulfato de sodio anidro e filtrada. O solvente foi removido por evaporacdo rotativa a pressao
reduzida e o produto foi purificado por cristalizacdo utilizando cloroférmio/hexano (90:10)

como solventes levando a formagdo da 4-bromobenzamidoxima (2).
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2.3 CARACTERIZACAO

ApoOs sintetizado, o composto 2 foi caracterizado pelos métodos espectroscdpicos
usuais: Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN *H) e de Carbono (RMN *3C) em um
espectrometro VARIAN® modelo Unity Plus-300 utilizando como solvente o dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-ds). Para calibracdo do espectrémetro usou-se tetrametilsilano (0,00 ppm)
como referéncia interna para os ntcleos de *H e 13C, e todas as constantes de acoplamento (J)
foram descritas em hertz (Hz).

Os espectros no infravermelho foram registrados em um em espectrofotdmetro de IV
com transformada de Fourier no instrumento Bruker Modelo IFS66, sendo as amostras
preparadas em pastilhas de KBr.

O ponto de fuséo foi realizado em um ponto de fusdo da marca Fisatom, modelo 430.

2.4 ENSAIO TOXICOLOGICO

Uma vez sintetizado e caracterizado, o produto foi submetido ao ensaio toxicoldgico
frente as larvas de Artemia salina Leach, com base no protocolo relatado por Meyer e
colaboradores (1982). Onde utilizou-se uma amostra de 10 mg da 4-Bromobenzamidoxima e
adicionou-se 50 pL de dimetilsulféxido. Homogeneizou-se a solugdo e seu volume foi
completado até 5 mL com agua salina filtrada com pH = 8,0 (preparada a partir de 38 g de sal
marinho Marinex® em 1 L de 4gua destilada). Foram coletadas desta solucéo aliquotas de 375,
250, 187,5, 125, 87,5, 62,5 € 25 uL, estas, foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL
e 0s volumes completados com a solugéo salina obtendo concentrac@es de 150, 100, 75, 50, 35,
25e 10 pg/mL.

O acompanhamento do teste foi realizado por meio de controle positivo utilizando dgua
salina e K2Cr207 e controle negativo com apenas agua salina artificial e o dimetilsulfoxido.
Com relacdo as Artemias salina, foram submetidos 20 mg de cistos a incubacéao sob iluminacao
artificial durante periodo de 48 horas para que as larvas eclodissem. Apos a eclosdo as larvas
foram separadas em nove grupos com dez A. salina cada. Os dois primeiros grupos receberam
a solucdo de controle positivo e controle negativo e 0s outros sete seguintes receberam a solugéo
aquosa da 4-bromobenzamidoxima nas diferentes concentragdes. Os nove grupos adicionados
das solucdes respectivas ficaram submetidos a iluminacdo artificial por um periodo de 24 horas,
logo apds, foram contabilizadas as quantidades de larvas vivas e mortas. O experimento foi

realizado em triplicata.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para obtencéo dos valores da concentracéo letal para matar 50% das larvas (CLso), foi

utilizada a analise através do software POLO-PC (Copyright LeOra Software 1987).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O 4-Bromobenzamidoxima (2) foi obtido a partir da reacdo entre a 4-bromobenzonitrila

(1) e o cloridrato de hidroxilamina em meio hidroetandlico e banho ultrassonico, conforme

mostra o procedimento descrito por Andrade e colaboradores (2016) (Esquema 1).

Esquema 1. Condigdes reacionais para sintese da 4-bromobenzamidoxima (2).
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O composto 2 foi purificado por cristaliza¢do, sendo obtido na forma de cristais de
coloracdo branca com 6timo rendimento de 83% e ponto de fusdo de na faixa de 140-141 °C.
A caracterizacdo espectroscopica do composto 2 foi realizada através das técnicas de
Infravermelho (IV), e Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de H e
RMN de 13C).

A figura 2 mostra o espectro de IV do composto 2. Alguns sinais caracteristicos do
composto 2 podem ser observados neste espectro. Inicialmente a auséncia do sinal na faixa de
2260 e 2240, que ¢ caracteristico de nitrila (C=N), indica que o composto 1 foi totalmente
convertido no composto 2. Além disso, a regido proxima de 1914 cm™ que indica um padréo
de substituicdo aromatico onde o bromo encontra-se na posi¢do para em relacdo ao grupo
amidoximico. O sinal importante sio as bandas de estiramento N-H em 3472 e 3356 cm™
caracteristico de amina primaria. O sinal em 1657cm™ corresponde a ligagdo C=N, que se
apresenta no grupo amidoximico (PAVIA et al., 2015).
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Figura 2. espectro de [V do composto 2.
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No espectro de RMN *H do composto 2 (Figura 3) nota-se que o somatdrio das integrais
sobre a area de cada sinal soma sete, que corresponde ao numero total de hidrogénios presente
no composto 2. O sinal mais desblindado em 9.73 ppm ¢ atribuido ao hidrogénio ligado ao
oxigénio do grupo isonitroso (=NOH). Em 7,62 ppm ha um sinal com multiplicidade do tipo
dupleto referente aos hidrogénios aromaticos. Outro dupleto também é observado em 7,56 ppm
que também corresponde aos hidrogénios aromaticos. Ambos acoplam com constante de
acoplamento igual a 8 Hz. Adicionalmente, o simpleto em 5,85 ppm corresponde aos

hidrogénios do grupo amino.
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Figura 3. RMN 'H doComposto4-Brom chenzamidoritm a(2).
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Finalmente no espectro de RMN C do composto 2, (Figura 4) observa-se cinco sinal,
que correspondem ao numero de carbono quimicamente diferentes do composto 2. Essas
evidencias espectrais justificam a formacdo do composto alvo (2). Em resumo, os dados de
caracterizagdo de 1V, RMN de 'H e RMN de *C estdo de acordo com os dados de Andrade e
colaboradores (2016): 1V (KBr) vmax 3472, 3356, 3108, 3050, 2890, 1914, 1657, 1583, 1492,
1380, 1069, 1010, 921, 833, 720, cm™’; RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz): § 9,73 (s, 1H, OH);
7.62 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Haromaticos); 7,56 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Haromaticos); 5,85 (S, 2H, NH>) e
RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz): 149,9 (C-1); 132,6 (C-5); 131,0 (C-4 e 4°); 127,4 (C-3 e 3°);
122,1 (C-2).
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Figura 4. RMN 3C do Composto 4-Bromobenzamidoxima (2)
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Uma vez sintetizado e caracterizado, o composto 2 foi submetido a avaliacdo de
toxicidade frente as larvas do microcrustaceo Artemia salina Leach, com taxa de mortalidade
variando de 0 a 100%, que teve por objetivo determinar a concentracao letal para matar 50%
dos organismos (CLso). Com a utilizacdo do software POLO-PC foi encontrada a CLso, com
nivel de confianga de 95%, igual a 38,549 pg/mL (Tabela 1) com intervalo de confianca
variando entre 38,085 a 39,013 pg/mL. O valor correspondente da CLso do composto 4-
Bromobenzamidoxima enquadra-se, segundo Merino e colaboradores (2015), em um valor de
elevada toxicidade, uma vez que valores menores que 100 pg/mL sdao considerados altamente
toxicos. De acordo com o estudo de Amarante e colaboradores (2011), indices de elevada
toxicidade implicam que compostos que 0s apresentem podem vir a serem biologicamente
ativos, de modo que, estudos de toxicidade com A. salina s&o muito importantes na busca de
novos hits (compostos com atividade biolégica comprovada).

Concordante com os resultados obtidos é de suma importancia a utilizacdo de bioensaios
como o descrito neste estudo, que de maneira simples e com pouco custo, proporcionam dados

relevantes que motivam novas pesquisas para a busca de candidatos a farmacos e que devido a
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CLso encontrada para a amidoxima estudada, a mesma mostrou-se propicia a realizagdo de

outros testes pois pode ser potencialmente ativa em meio bioldgico.

Tabela 1. Perfil toxicoldgico do composto 2 frente as larvas de Artemia salina Leach.

Composto CLso (ng/mL) itervalo de Confianc¢a (ng/mL)
_OH
NI 38,549 38,085 — 39,013
Br
3 CONCLUSAO

A 4-Bromobenzamidoxima foi obtida na forma de cristais brancos com um rendimento
alto igual a 83%. A caracterizacdo do composto foi realizada por meio de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H, *3C e IV, onde a confirmagc&o da estrutura do composto foi efetiva
uma vez que os dados espectroscdpicos corroboram com os relatados na literatura e o bioensaio
frente as larvas de Artemia salina Leach apresentou uma CLso igual a 38,549 ug/mL, que
demonstra que a 4-Bromobenzamidoxima possui uma toxicidade acentuada de forma que a
mesma pode apresentar uma potencial atividade bioldgica frente a células virais ou tumorais.
Esse resultado motiva a utilizacdo da 4-Bromobenzamidoxima em outros testes bioldgicos,

incluindo em células ou até mesmo animais, na busca de encontrar um novo farmaco.
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