™
(}CONAPESC

4-BROMOBENZAMIDOXIMA: ESTUDO SINTETICO,
CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E BIOENSAIO TOXICOLOGICO
FRENTE AS LARVAS DE ARTEMIA SALINA

Romario Jonas de Oliveira (1); Cosme Silva Santos (1); Josefa Aqueline da Cunha Lima (2);
Jadson de Farias Silva (3); Juliano Carlo Rufino de Freitas (4).

1 Universidade Federal Rural de Pernambuco, romario.jonas@Iive.com
1 Universidade Federal Rural de Pernambuco, cosme.quimica_21@hotmail.com
2 Universidade Federal Rural de Pernambuco, akelinecunha@gmail.com
3 Universidade Federal Rural de Pernambuco, jadson_nf@hotmail.com
4 Universidade Federal de Campina Grande, julianocrf@gmail.com

Resumo: As amidoximas pertencem a uma classe de compostos de inegavel relevancia tanto na
indastria quanto no campo farmacoldgico devido alguns compostos terem atividade biol6gica
comprovada, tais como antitumoral, antimicrobiano, anti-hipertensivo, entre outros. Em concordéncia
com a importdncia desses compostos o presente trabalho objetivou sintetizar a 4-
Bromobenzamidoxima e verificar sua toxicologia frente as larvas de Artemia salina Leach. A sintese
da respectiva amidoxima foi realizada por um método descrito na literatura e caracterizada com as
técnicas espectroscopicas usuais (RMN *H e *3C). O bioensaio toxicolégico com A. salina apresentou
uma CLso igual a 38,549 pg/mL o que caracteriza um valor altamente toxico podendo a 4-
Bromobenzamidoxima ser considerada propicia a possuir potencial atividade biolégica.
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Introducéo

O primeiro relato do uso do nome Amidoxima foi descrito no ano de 1884 por
Tiemann e Kruger pela sintese da mandelamidoxima e benzomidoxima. Ainda no ano de
1884 os autores tambem realizaram a caracterizagdo desses materiais, no entanto, a primeira
sintese de amidoximas foi desenvolvida em 1873 por Lossen e Schifferdecher, onde, a partir
da reacdo entre o acido cianidrico com a hidroxilamina, obtiveram um composto pertencente a
classe das amidoximas, até entdo desconhecida, e o denominaram de Isuretin (TIEMANN &
KRUGHER, 1884; TIEMANN & KRUGHER, 1884; LOSSEN & SCHIFFERDECKE, 1873).

De maneira geral, as amidoximas sdo compostos que apresentam em sua estrutura a
porcdo RC(=NOH)NH: podendo R ser um hidrogénio, um grupo alquila ou um grupo arila. E
inegavel a relevancia dessa classe de compostos em diversas areas do conhecimento que
permeiam desde a sintese de muitas substancias, cabendo destacar diversos heterociclicos
como oxadiazois (CAI et al., 2015), triazois (XU et al., 2015), benzimidazois (ZHU et al.,
2012) entre outros (KUMAR et al., 2005; TANG et al., 2014; ZIENKIEWICZ et al., 2007), e
também sua aplicacéo tanto no ramo industrial quanto bioldgico.

O potencial das amidoximas em relacdo a
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que, ha relatos na literatura da utilizacdo das mesmas como agentes quelantes, podendo

formar complexos com ions metalicos em solucdo aquosa objetivando a recuperacdo dos
mesmos, como adsorvente de gases e ainda serem aplicadas no processo catalitico de reagdes
de acoplamento para formacéo de novas ligacdes C-C, onde podemos citar a reacdo de Suzuki
(ZHAO et al., 2014; METWALLY; AYOUB & ALY, 2013; WU 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 ramo bioldgico e farmacéutico as amidoximas podem ser empregadas como pro-
farmacos na sintese de amidinas, objetivando uma melhora na biodisponibilidade, devido
tornarem-se menos basicas e em condicdes fisioldgicas ndo serem protonadas (OBAIMUYYK &
I'OPIIEHKO, 2016). Cabe destacar também, a gama de atividades biolégicas que algumas
amidoximas possuem, tais como, atividade antitumoral (FLORA; RIET & WAMPLER,
1978), antimicrobiana (SAEED, 2008), anti-histaminico BENN; CHARLTON & HARNER,
1962), anti-hipertensivo (MULL et al., 1958), e ainda anti-inflamatdrio/antioxidante
(NICOLAIDES, 1998). Deste modo, o estudo das amidoximas e suas particularidades & muito
promissor, cabendo aos pesquisadores realizar ensaios e testes, visando propriedades e
aplicacdes ainda ndo exploradas com esse tipo de composto.

Um dos ensaios bioldgicos que vem tomando destaque por utilizar apenas morte ou
sobrevivéncia de organismos como Unico parametro de analise, servindo como teste para o
descobrimento de substancias que venham a ter uma possivel atividade biol6gica com base na
toxicidade geral, além de ser de facil manuseio e baixo custo, uma vez que ndo utiliza de
aparelhagem especial e facilmente aloja um alto numero de larvas, possibilitando validacédo
estatistica, garantindo um meétodo confiavel, é o bioensaio de toxicidade frente as larvas de
Artemia salina Leach (RAJABI et al., 2015).

A A. salina é um pequeno organismo zooplanctdnico pertencente ao filo artropodes e
mais especificamente ao subfilo crustdceo e pode ser encontrado em ambientes marinhos
(salinas). Devido possuir elevada adaptabilidade e uma imensa distribuicdo geografica é
comumente utilizada na alimentacdo 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), fototdxica (OJALA et al., 1999), larvicida (LUNA et

al., 2005), citotoxica (CHOHAN et al., 2010), entre
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outras (BAGHERI et al., 2010; NINO; CORREA & MOSQUERA, 2006).

Com os pressupostos citados € evidente tanto a importancia das amidoximas e sua

gama de aplicacbes quanto a facilidade e vantagens da realizacdo dos ensaios biologicos
utilizando A. salina, de modo que, ha possibilidade de obtencdo de uma nova resposta
bioldgica partindo de um teste simples e de baixo custo. Por conseguinte, o objetivo deste
estudo € sintetizar a 4-bromobenzamidoxima, caracteriza-la pelos métodos espectroscépicos
usuais e avaliar sua toxicologia frente as larvas de Artemia salina Leach visando obtencdo de

uma potencial resposta bioldgica.

Metodologia
Local de Desenvolvimento do Estudo

A sintese da 4-bromobenzamidoxima foi desenvolvida no Laboratério de Sintese
Orgénica (LASO) do Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina
Grande, Campus Cuité — PB, onde o mesmo é 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 o ensaio toxicoldgico frente as larvas de
Artemia salina foi realizado no laboratério de Toxicologia da Universidade Federal de

Campina Grande, Campus Cuité — PB.

Procedimento Sintético

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 Srivastava e colaboradores (1997), 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 solugdo composta por 7,5 mmol de cloridrato de hidroxilamina
(0,518 g) e 3,7 mmol de carbonato de sddio (0,392 g) em 5 mL de &gua.

A mistura reacional foi submetida a irradiacdo por ultrassom em temperatura de 50°C
durante periodo de 45 min. O monitoramento da reacdo foi verificado através de
cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel e sistema de solvente
hexano/acetato de etila (60:40). Para visualizacdo das placas, foi utilizada luz ultravioleta. A
mistura reacional foi concentrada por evaporacao rotativa sob pressao reduzida. Adicionou-se

50 mL de acetato de etila e lavou-se com 50 mL de
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solucdo 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 pressdo reduzida e o
produto foi purificado por cristalizacdo utilizando cloroféormio/hexano (90:10) como solventes
levando a formacdo da 4-bromobenzamidoxima (2). O Esquema 01 mostra as condic¢oes

reacionais descritas.

N |
bz
= Na,CO; NH,
+ NH,OH-HCI _ >
Br EtOH : H,0 Br

(¢, 50°C
1 2

Esquema 01. Condigdes reacionais para sintese da 4-bromobenzamidoxima.

Caracterizacéo

Apo6s sintetizado, o composto 2 foi caracterizado pelos métodos espectroscépicos
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 espectrdmetro usou-se
tetrametilsilano (0,00 ppm) como referéncia interna para os nicleos de *H e 3C, e todas as
constantes de acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz).

Ensaio Toxicoldgico

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 dimetilsulfoxido. Homogeneizou-se a solucdo 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 &gua destilada). Foram coletadas desta solucéo aliquotas de
375, 250, 187,5, 125, 87,5, 62,5 e 25 uL, estas, foram transferidas para bal6es volumétricos de
5 mL e os volumes completados com a solugéo salina obtendo concentragdes de 150, 100, 75,
50, 35, 25 e 10 pg/mL.

O acompanhamento do teste foi realizado por meio de controle positivo utilizando
agua salina e KyCrO; e controle negativo com apenas &gua salina artificial e o
dimetilsulfoxido. Com relacdo as Artemias salina,
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foram submetidos 20 mg de cistos & incubagdo sob iluminacdo 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 solucdo 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 apos,
foram contabilizadas as quantidades de larvas vivas e mortas. O experimento foi realizado em

triplicata.

Analise Estatistica
Para obtencdo dos valores da concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLso), foi

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

Resultados e Discusséo

O composto 4-Bromobenzamidoxima (2) foi obtido na forma de cristais de coloracdo
branca com rendimento de 83%. Os dados de caracterizacdo de RMN de 'H e RMN de *C
estdo de acordo com a literatura conforme o trabalho de Andrade, Freitas Filho e Freitas
(2016), com 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 3C (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). Os
respectivos espectros sdo apresentados nas Figuras 01 e 02 respectivamente.
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Figura 01. RMN 'H do Composto 4-Bromobenzamidoxima.
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Figura 02. RMN *C do Composto 4-Bromobenzamidoxima.
Uma vez sintetizado e caracterizado, o composto 2 foi submetido a avaliacdo de

toxicidade frente as larvas do microcrustaceo Artemia
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salina Leach, com taxa de mortalidade variando de O a 100%, que teve por objetivo

determinar a concentracdo letal para matar 50% dos organismos (CLsg). Com a utilizacdo do
software POLO-PC foi encontrada a CLsg, com nivel de confianca de 95%, igual a 38,549
pug/mL (Tabela 1) com intervalo de confianga variando entre 38,085 a 39,013 pg/mL. O valor
correspondente da CLsg do composto 4-Bromobenzamidoxima enquadra-se, segundo Merino
e colaboradores (2015), em um valor de elevada toxicidade, uma vez que valores menores que
100 ug/mL sdo 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 s8o muito importantes na busca de novos hits (compostos com atividade
bioldgica comprovada).

Concordante com os resultados obtidos ¢ 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 CLso encontrada para a amidoxima estudada, a mesma mostrou-se

propicia a realizacdo de outros testes pois pode ser potencialmente ativa em meio biologico.

Tabela 1 — Dados de toxicologia obtidos para a 4-Bromobenzamidoxima frente as larvas de Artemia

salina Leach.
Intervalo de Confianca
Composto CLso (ng/mL)
(ng/mL)
Nl/OH
Q/LN“Z 38,549 38,085 — 39,013
Br

Conclustes

A 4-Bromobenzamidoxima foi obtida na forma de cristais brancos com um
rendimento alto igual a 83%, seguindo a metodologia de Srivastava e Colaboradores (1997).
A caracterizacdo do composto foi realizada por meio de Ressonancia Magnética Nuclear de
'H e 18C, onde a confirmagéo da estrutura do composto foi efetiva uma vez que os dados

espectroscopicos corroboram com o0s relatados na
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literatura e o bioensaio frente as larvas de Artemia salina Leach apresentou uma CLsg igual a

38,549 ug/mL, que demonstra que a 4-Bromobenzamidoxima é altamente toxica de forma que
a mesma pode apresentar uma potencial atividade bioldgica, motivando a utilizacdo de outros

testes bioldgicos a fim de obter dados 6timos.
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