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RESUMO

As pesquisas envolvendo moléculas contendo anéis heterociclicos vém crescendo ao longo dos
dltimos anos, em especial, devido a sua estabilidade, sitios reacionais, aumento da solubilidade
e aplicacoes na quimica medicinal, tecnolégica e agroquimica. Dentre os vérios anéis
heterociclicos, um que merece destaque sdo os 1,2,4-oxadiazdis, um composto de origem
natural, mas que facilmente pode ser obtido de forma sintética. Adicionalmente, a busca por
novos farmacos requer a realizacdo de estudos toxicoldgicos a fim de verificar o efeito destas
substancias nos sistemas bioldgicos. Desta forma, o presente estudo objetivou analisar as
condi¢des reacionais para a obtencdo e caracterizacdo do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-
propan-2-ona, além da avaliagdo de sua toxicidade frente a Artemia salina. Inicialmente,
sintetizou-se a benzamidoxima a partir da reacdo entre a benzonitrila, cloridrato de
hidroxilamina e carbonato de potdssio em meio hidroalcéolico, a qual foi obtida com
rendimento de 82,7%. Posteriormente, ocorreu a calibragdo do forno de micro-ondas doméstico,
seguida da sintese do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona utilizando benzamidoxima,
carbonato de potdssio, acetoacetato de etila e dimetilformamida sob irradiacdo de micro-ondas
em poténcias de 80, 90 e 100%, o que levou a obten¢do do composto desejado em rendimentos
de 71, 64 e 61% respectivamente. A benzamidoxima e o 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-
propan-2-ona foram caracterizadas por técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV),
ressonincia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 ( RMN H'! e C'®) confirmando suas
estruturas. Por fim, a avaliou-se a toxicidade do oxadiazol estudado e do éster acetoacetato de
etila frente as larvas de Artemia Salina, em que os valores de CLso foram de 56,4 ng/mL e
2028,64 ug/mL, respectivamente, evidenciando a alta toxicidade do oxadiazol e o potencial
fracamente toxico do éster frente ao organismo testado. Assim, diante dos resultados obtidos,
conclui-se que a poténcia de 80% representou a melhor estratégia para sintese do oxadiazol,
além do bioensaio toxicoldgico reforcar a necessidade de novos estudos bioldgicos planejados
para o oxadiazol sintetizado a fim de aprofundar as andlises deste grupo farmacoférico e

potencialmente para solucionar variados problemas de satide.

Palavras-chave: heterociclicos; 1,2,4-oxadiazol; micro-ondas; Artemia salina;, bioensaio

toxicoldgico.



ABSTRACT

Research involving molecules containing heterocyclic rings has been increasing over recent
years, especially due to their stability, reactive sites, enhanced solubility, and applications in
medicinal, technological, and agrochemical chemistry. Among the various heterocyclic rings,
1,2,4-oxadiazoles stand out, a compound of natural origin that can be easily synthesized.
Additionally, the search for new drugs requires toxicological studies to verify the effect of these
substances on biological systems. Thus, the present study aimed to analyze the reaction
conditions for the synthesis and characterization of 1-(5-phenyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)-propan-
2-one, as well as to evaluate its toxicity against Artemia salina. Initially, benzamidoxime was
synthesized from the reaction between benzonitrile, hydroxylamine hydrochloride, and
potassium carbonate in a hydroalcoholic medium, yielding 82.7%. Subsequently, a domestic
microwave oven was calibrated, followed by the synthesis of 1-(5-phenyl-1,2,4-oxadiazol-3-
yl)-propan-2-one using benzamidoxime, potassium carbonate, ethyl acetoacetate, and
dimethylformamide under microwave irradiation at 80%, 90%, and 100% power, yielding the
desired compound at 71%, 64%, and 61% respectively. Benzamidoxime and 1-(5-phenyl-1,2,4-
oxadiazol-3-yl)-propan-2-one were characterized by infrared (IR) spectroscopy and proton and
carbon-13 nuclear magnetic resonance (HI and C13 NMR) techniques, confirming their
structures. Finally, the toxicity of the studied oxadiazole and ethyl acetoacetate ester was
evaluated against Artemia salina larvae, with LC50 values of 56.4 pug/mL and 2028.64 ug/mL,
respectively, demonstrating the high toxicity of the oxadiazole and the weak toxicity potential
of the ester towards the tested organism. Therefore, based on the results obtained, it is concluded
that 80% power represented the best strategy for oxadiazole synthesis, and the toxicological
bioassay reinforced the need for new biological studies planned for the synthesized oxadiazole

to further analyze this pharmacophore group and potentially solve various health problems.

Keywords: heterocyclics; 1,2,4-oxadiazole; microwave; Artemia salina; toxicological

bioassay.
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17

1. INTRODUCAO

A Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo (P,D&I) consiste na triade do uso do
conhecimento técnico-cientifico para criacdo e aperfeicoamento de produtos, materiais,
equipamentos, servigos e processos associados a diferentes setores econdmicos. Paralelamente,
a pesquisa em torno da obtencao de substancias biologicamente ativas e suas melhores rotas de
sintese, € impulsionada pelo surgimento de doencas a citar, COVID-19; resisténcia de
patdgenos aos diversos farmacos empregados na terapéutica; reincidéncia de doencas
negligenciadas como ebola e zika, além do aprimoramento de terapias atuais e o descobrimento
de estratégias mais seguras e eficazes de tratamento (Carvalho, 2016).

Diante deste cendrio, as pesquisas envolvendo moléculas heterociclicas t€m sido
crescentes no advento de novos farmacos, tendo em vista que mais de 85% das substancias
biologicamente ativas apresentam em sua estrutura um ou mais anéis heterociclos, como é o
exemplo do cabozantinibe, cloroquina, lixebina e pleconaril (Romero et al., 2018; Jampilek,
2019; Hendawy, 2022). Adicionalmente, € possivel constatar que os anéis heterociclicos agem
contribuindo para a lipofilicidade, polaridade, solubilidade e capacidade de ligacdo de
hidrogénio da molécula, assim otimizando suas propriedades farmacocinéticas (Caiana et al.,
2018; Jampilek, 2019).

Logo, dentre os heterociclos contendo os dtomos de nitrogénio e oxigénio em sua
estrutura, podem ser citados os 1,2,4-oxadiazéis 3,5-dissubstituidos, que apresentam uma
posicdo de destaque em razdo de sua estabilidade e gama de acdes biologicas (Mukesh;
Vandana, 2011; Viana, 2019; Mayer, 2021; Hendawy, 2022). Uma possivel justificativa para
sua eficiéncia bioldgica, € devido os 1,2,4-oxadiazdis interagirem com diversos receptores de
organismos vivos (agonistas do receptor muscarinico M4, moduladores de receptor S1P1,
antagonistas SSTRS) e diversas enzimas como a DNAgirase e a topoisomerase IV presentes em
algumas bactérias. Assim, dentre os firmacos comercializados, pertencentes a esta classe, cabe
destacar o Prenoxdiazina e Oxolamina (antitussigenos), e o Fasiplon (ansiolitico) (Carbone et
al.,2011; Viana, 2019; Freitas et al., 2021). Além disso, este anel apresenta um vasto emprego
na quimica medicinal, na agricultura e nas industrias de matérias (Jakopin et al., 2017; Mayer,
2021; Hassan et al., 2022).

Os 1,2,4-oxadiazdis 3,5-dissubstituidos apresentam origem natural e sdo encontrados
em compostos isolados do molusco marinho Phidiana militaris, como € o caso das fidianidinas
A e B (Carbone et al., 2011; Mayer, 2021; Hendawy, 2022). Ademais, existem diversas
estratégias para sintese desses heterociclos, sendo a cicloadi¢gdo uma metodologia de grande

relevancia em virtude da permissao do uso de diferentes compostos carbonilados e amidoximas.
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Outrossim, a incidéncia de irradiacdo de micro-ondas contribui com o processo diminuindo o
tempo reacional e representando um método limpo (Barbosa et al., 2017; Freitas et al., 2021).
Tendo em vista a grande variedade de a¢des, aplicacdes e rotas de sintese dos oxadiazéis
faz-se necessario realizacdo de estudos toxicoldgicos a fim de verificar o efeito destas
substancias nos sistemas bioldgicos e sua influéncia em organismos vivos. Partindo disso, o
teste de toxicidade envolvendo Artemia salina destaca-se em virtude de sua sensibilidade,
facilidade de manuseio, rapidez do processo, baixo custo e confiabilidade de resultados (Rajabi
et al., 2015; Monteiro, 2021). Logo, através da andlise apenas do parametro de morte ou
sobrevivéncia deste microcrusticeo € possivel realizar uma avaliacdo preliminar da toxicidade
de substancias, evitando a utilizacdo de outros animais como coelhos, ratos e camundongos.
Cientes das propriedades e da aplicabilidade terapéutica dos 1,2,4-oxadiazoéis 3,5-
dissubstituidos, o presente projeto consiste na andlise das condi¢des reacionais para a obtenc¢ao
e caracterizacdo do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona, além da avaliacdo da sua

toxicidade frente a Artemia salina.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Otimizar as condi¢des reacionais para a obtencdo 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-

propan-2-ona e realizar a avalia¢ao de sua toxicidade frente a Artemia salina.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar a benzamidoxima a partir da benzonitrila;

e (aracterizar a benzamidoxima a partir de técnicas espectroscopicas de infravermelho
(IV), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN H' e C'%);

e Realizar a calibragio do forno de micro-ondas domésticos;

e Verificar a influéncia da poténcia do micro-ondas na obtencdo do 1-(5-fenil-1,2.4-
oxadiazol-3-il)-propan-2-ona;

e Sintetizar e caracterizar o 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona a partir de
técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono 13 (RMN H! e C'%);

e Avaliar a toxicidade do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona frente a Artemia
salina.

e Avaliar a toxicidade do acetoacetato de etila frente a Artemia salina.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Aspectos gerais das amidoximas

As amidoximas sao compostos provenientes dos dcidos carboxilicos caracterizadas pela
associacdo das funcdes amina (-NHz) e oxima (RR’C=NOH) culminando da férmula geral
RC(NH2)=NOH (Baykov, et al., 2020). Desta forma, Eloy e Lenaers (1962) afirmam que as
amidoximas assemelham-se tanto com as amidas, em virtude da substituicdo do dtomo de
oxigénio da carbonila (-C=0) pelo grupo isonitroso (=NOH), como com as amidinas, em
consequéncia da modificagdo do hidrogénio do grupo imido (-C=NH) pelo radical hidréxi (-

OH), além de apresentar semelhanca com os dcidos hidroxamicos (figura 1).

Figura 1: Similaridades entre as amidoximas e outras fun¢des quimicas.

R NH, l F!‘{3
Amidina 1 /OH :

Acido hidroximico

Fonte: autoria prépria, 2024.

Assim, com a presenga dos grupos isonitroso € amina em sua estrutura, as amidoximas
passam a apresentar um cardter anfétero, ou seja, capaz de reagir com espécies acidas ou
basicas. Somado a isso, a conformagdo desta funcdo orgéinica sugere a possibilidade de dois
sistemas tautoméricos: amino-oxima e @-hidroxiamino imina, sendo o primeiro isdbmero mais

estavel como demonstrado na figura 2 (Nicolaides; Varella, 1992).
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Figura 2: Formas tautoméricas das amidoximas.

N‘/O ) . \N/OH
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Amino-oxima a-hidroxiamino imina

Fonte: autoria prépria, 2024.

Diante do exposto, diversas estratégias sao utilizadas para a sintese das amidoximas, no
entanto, o método classico de Tiemann destaca-se em decorréncia de sua eficicia e simplicidade
(Freitas Filho et al., 2015; Baykov et al., 2020). Logo, a metodologia amplamente empregada
ha cerca de 15 décadas neste processo, consiste na reacdo entre nitrilas e cloridrato de
hidroxilamina (NH,OH-HCI) na presenca de carbonato de s6dio (Na,CO3) em uma solugio
hidroalcodlica (Bolotin; Bokach; Kukushkin, 2016).

Desta maneira, a mecanistica de formacao das amidoximas por esta abordagem baseia-
se no ataque nucleofilico da hidroxilamina sob a nitrila, promovido pelos dtomos de oxigénio
ou nitrogénio, resultando em uma série de intermedidrios os quais sofrem rearranjos
intramoleculares resultando em um produto final desejado (aril-amidoxima) ou um subproduto
indesejado (aril-amida), associado a quantidade de hidroxilamina presente na mistura reacional
capaz de interferir na estabilidade das moléculas intermedidrias (Esquema 1) (Freitas Filho et

al., 2015).
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Esquema 1: Mecanistica de formacao das amidoximas proposto por Freitas Filho ef al. (2015).
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Fonte: Freitas Filho et al. (2015).

Isto posto, a vasta aplicacdo das amidoximas na quimica organica é decorrente da sua
facilidade e disponibilidade sintética e do seu potencial reativo. Portanto, estas espécies
quimicas comumente apresentam-se como intermedidrios para sintese de diversos compostos
heterociclicos como os oxadiazdis, triazdis, quinazolinas e outros (figura 3), além de atuarem

como pré-farmacos das amidinas no campo da farmacologia e biologia (Medeiros et al., 2020).
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Figura 3: Estruturas quimicas dos oxadiazéis, triazéis e quinazolinas.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Outrossim, as amidoximas apresentam diversas aplicacdes bioldgicas, farmacoldgicas e
tecnoldgicas. Assim, atuam na drea da agricultura por meio de sua atividade pesticida, inseticida
e fungicida. Verifica-se, também, no campo farmacoldgico, que estas moléculas exibem acoes
antimicrobiana, anti-inflamatérios e antioxidante, antitumoral, ansiolitico e antidepressivo,
antitumoral, anti-histaminico, entre outras, cabendo enfatizar as atividades
antitripanossomicidas, tuberculostaticas e hipotensivas da benzamidoxima. Por fim, no dmbito
da tecnologia, as amidoximas podem atuar como agentes quelantes quando incorporados na
forma de microesferas, géis, resinas, membranas ou fibras, sendo eficazes na remogdo e
recuperagdo de fons metalicos como prata, ouro e mercurio em solu¢des aquosas (Lopes et al.,

2003; Freitas Filho et al., 2015; Baykov, et al., 2020).

3.2 Aspectos gerais dos oxadiazéis

Os oxadiazois sdo uma classe de compostos heterociclicos, caracterizada pela presencga
de um anel de cinco membros apresentando dois dtomos de nitrogénio e um dtomo de oxigénio.
Deste modo, a depender da posi¢do a que os heterodtomos estao dispostos, € possivel obter
quatro isdmeros constitucionais distintos: 1,2,4-oxadiazol, 1,2,5-oxadiazol, 1,3,4- oxadiazol e

1,2,3-oxadiazol (figura 4). Além disso, apesar da presenca de ligacdes duplas em sua estrutura,
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o anel oxadiazélico possui baixo grau de aromaticidade e € classificado como um sistema
conjugado (Regueira; Freitas; Freitas Filho, 2016; Monteiro, 2021).

De acordo com a plataforma de busca de periddicos Web of Science, a demanda de
estudos envolvendo a sintese e atividade farmacoldgica dos 1,2,4-oxadiazdis tem aumentado
significativamente nas tltimas décadas. Esta procura crescente, € justificada por sua capacidade
de sofrer rearranjos moleculares e por apresentar uma gama de atuacdes bioldgicas, desta forma,
evidenciando um alto potencial para as inddstrias de matérias e farmacéutica, e impulsionando
as pesquisas e os investimentos em torno das metodologias de obtencdo e de atividade

farmacoldgica destes compostos (Viana, 2019; Freitas et al., 2021).

Figura 4: Conformacdes isoméricas do oxadiazol com rotatividade dos heteroatomos nitrogénio e oxigénio.
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1,2,4-0xadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol 1,2,3-oxadiazol
Fonte: autoria proépria, 2024.

Baseado no vasto interesse pelos 1,2,4-oxadiazois, ampliaram-se as pesquisas acerca de
métodos e de técnicas de sintese visando a diminui¢do do tempo reacional e o aumento do
rendimento. Assim, diversas estratégias para a obten¢do desses heterociclos foram
desenvolvidas com a finalidade de aprimorar terapias existentes, bem como elaborar compostos
mais confidveis e seguros, minimizando as consequéncias indesejadas e os efeitos adversos
(Biernacki et al., 2020). Ademais, embora o interesse cientifico e industrial por esta classe de
moléculas organicas seja recente, o ano de 1884 marcou a pioneira sintese dos 1,2,4-oxadiaz6is
desenvolvida pelos pesquisadores Tiemann e Kriiger, os quais nomearam 0s compostos €
despertaram a relevancia do seu estudo (Pace; Pierro, 2009).

Apesar das iniciativas, para o desenvolvimento de métodos de obtengdo destes
heterociclos e da crenga inicial da existéncia dos 1,2,4-oxadiazol apenas pela via sintética,
Carbone et al. (2011) constatou a presenca do nicleo 1,2,4-oxadiazol em moléculas bioativas
derivadas do metabolismo do molusco Phidiana militaris. A estas moléculas atribui-se os
nomes de fidianidinas A e B (figura 5), as quais apresentaram grau de citotéxico elevado contra

linhagens celulares tumorais e nao tumorais de mamiferos. Somado a isso, também de maneira
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natural, verificou-se na estrutura dos 4cidos quisqualicos (figura 6) retirados das sementes de

Quisqualis indica e Quisqualis fructus configuracdes semelhantes ao 1,2,4-oxadiazdlico

(Takemoto et al., 1975).

Figura 5: Estruturas quimicas das fidianidinas A e B.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Figura 6: Estrutura quimica do acido quisqualico.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Outro achado recente associado ao nucleo 1,2,4-oxadiazol diz respeito a fonte natural
isolada de tubérculos de Neowerdermannia vorwerkii em que Ticona et al. (2022) identificaram
dois 1,2,4-oxadiazol desconhecidos (3-(piridin-3-il)-5-(tiofen-3-il)-1,2,4-oxadiazol e 5-(3-
hidroxifenil)-3-(piridina-3-il)-1,2,4-oxadiazol) e um conhecido (5-(3-metoxifenil)-3-(piridin-3-
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il)-1,2,4-oxadiazol) (figura 7). Suas estruturas quimicas foram elucidadas através de andlises
espectroscopicas de RMN além de ser constatada a capacidade apoptdtica das moléculas

descobertas contra uma série de células tumorais.

Figura 7: Estrutura quimica dos 1,2,4-oxadiazéis isolados do tubérculo Neowerdermannia vorwerkii
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Portanto, os 1,2,4-oxadiazdis despertaram o interesse da indudstria farmacéutica em
virtude do conjunto de elétrons livres presente em sua estrutura, capaz de favorecer interacdes
com sitios ativos e outras moléculas, além de sua seletividade, estabilidade em dgua, resisténcia
a degradacdo enzimadtica e demais atributos desejados pela quimica medicinal (Pitasse-Santos,
Sueth-Santiago; Lima, 2018; Medeiros, 2019). Logo, sdo empregados na interacdo direta da
molécula com o seu sitio ativo biolégico atuando, assim, como grupo farmacofdrico, ou na
modulagao de propriedades bioldgicas, posicionando-se nas extremidades das moléculas e se
comportando como ligante (Aguiar; Cunha, 2015; Monteiro, 2021).

Com isso, estes heterociclos potencialmente apresentam uma série de aplicabilidades e
acoes como antibidtica, antifungica, anticancerigena, antioxidante, analgésica, antiinflamatoria,
antiviral, fungicida, anti-helmintica, entre outras. Deste modo, sdo utilizados na terapéutica a

partir de medicamentos presentes no mercado farmacéutico como os antitussigenos Oxolamina
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(N,N-dietil-2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)etanamina) e Prenoxdiazina (3-(2,2-difeniletil)-5-
(2-piperidin-1-iletil)-1,2,4-oxadiazol), e o ansiolitico Fasiplon (3-(6-etil-7-metoxi-5-
metilimidazo[ 1,2-a]pirimidin-2-il)-5-metil-1,2,4-oxadiazol) estruturalmente visualizado na

figura 8 (Aguiar; Cunha, 2015; Freitas et al., 2012; Freitas et al., 2021).

Figura 8: Estruturas quimicas dos medicamentos Oxolamina, Prenoxdiazina e Fasiplon.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Por fim, o Atalureno, também conhecido como PTC124 ou Translarna® (figura 9), é
um medicamento de destaque no cendrio de comércio farmacéutico tendo em vista seu
pioneirismo na terapia de mutacdes sem sentido, majoritariamente doencgas hereditérias,
incluindo a distrofia muscular de Duchenne (DMD) e a fibrose cistica. Nesta perspectiva, vale
destacar a presenca do anel 1,2,4-oxadiazol na estrutura quimica do Translarna®, além de sua
recente incorporacio no catdlogo do Sistema Unico de Sadde (SUS) contribuindo
expressivamente com o tratamento dos pacientes acometidos por este distirbio degenerativo,

progressivo e irreversivel (Ryan, 2014; Campofelice et al., 2019).
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Figura 9: Estrutura quimica do Atalureno (Translarna®)
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Fonte: autoria prépria, 2024.

3.3 Estratégias de sintese para os 1,2,4-oxadiazoéis

A literatura descreve diversas metodologias para a obtencdo dos 1,2,4-oxadiazéis as
quais resumem-se em duas estratégias principais denominadas de cicloadi¢do 1,3-dipolar de
oxidos de nitrila a nitrilas e ciclizacdo de derivados de amidoxima. Entretanto, a rota
majoritariamente empregada nesta sintese, envolve a reagdo entre amidoximas e derivados
carbonilicos, como acidos carboxilicos e ésteres. Assim, a conhecida rota da amidoxima
associada a incidéncia de diferentes fontes de energia, como irradiacdo de micro-ondas ou
ultrassom, apresenta variagdes em tempo reacional, custo e rendimento, tendo se difundido e
adquirido popularidade entre os membros da comunidade cientifica (Freitas et al., 2012;
Aguiar; Cunha, 2015).

Desta forma, a rota da amidoxima envolve a interacdo entre diversas nitrilas e
hidroxilamina, e sequencialmente o tratamento com 4cidos carboxilicos ou com seus derivados
(ésteres, cloretos de dcido, anidridos). Assim, a estratégia de cicloadi¢do apresenta grande
relevancia em virtude de sua complementaridade e permissdo do uso de diferentes nitrilas,
compostos carbonilados e amidoximas (Srivastava et al., 2009; Viana, 2019).

Logo, o método de Tiemann para a formacdo dos 1,2,4-oxadiazéis, baseado na O-
acilacdo de amidoximas seguida da condensac@o intramolecular com eliminag¢do de 4gua,
consiste inicialmente na reacdo entre nitrilas e hidroxilamina, formando amidoximas. Em

sequéncia, estas moléculas sofrerdo acilacdo, transformando-se em O-acilamidoximas e,
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posteriormente, serdo desidratadas através do aquecimento e, por fim, configurando-se

estruturalmente no oxadiazol de interesse (Esquema 2) (Freitas et al., 2012).

Esquema 2. Sintese do 1,2,4- oxadiazol de acordo com o método de Tiemann.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Além disso, a associacdo da irradiacdo de micro-ondas e da O-acilagdo de amidoximas
favorece a ciclocondensagdo de amidoxima e ésteres sob condi¢des livres de solvente. Logo, as
maiores taxas de aquecimento facilitam a transferéncia de energia direta para a amostra,
aumentando a seletividade dos reagentes e a velocidade da reag¢do, culminando em melhores
rendimentos e maior aproveitamento do processo de sintese (Aguiar; Cunha, 2015; Viana,
2019). Assim, Freitas et al. (2007) demonstraram experimentalmente a partir da sintese de uma
série de 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-butan-2-onas que a reacao sintética, sem solvente e sob
irradiacao de micro-ondas, foi mais rapida e eficiente, obtendo rendimento de 90% e reduzindo
o tempo reacional de 18 horas para 10 minutos.

Portanto, dentre as diversas estratégias para sintese dos 1,2,4-oxadiazéis a cicloadi¢dao
somada a incidéncia de irradiagdo de micro-ondas, apresenta-se como uma metodologia
promissora em virtude da versatilidade de reagentes possiveis, permitindo a utilizagdo de
diversos compostos carbonilados e amidoximas, além de contribuir para a diminui¢ao do tempo
reacional, facilidade do isolamento, aumento do rendimento e representacdo um método limpo
livre de solventes obedecendo os principios da quimica verde (Srivastava et al., 2009; Viana,

2019).

3.4 Bioensaio Toxicoldgico - Artemia salina Leach

O desenvolvimento de novos farmacos € um processo complexo e rigoroso, o qual
dispde de uma série de etapas. Inicialmente, ocorre uma extensa pesquisa exploratoria para que
haja a identificacdo de moléculas candidatas com potencial terapéutico, e sequencialmente
acontecem os ensaios pré-clinicos in-vitro e in-vivo, seguidos dos testes clinicos de fase I, II,
III e IV. Logo, a partir desta extensa metodologia, a industria farmacéutica busca avaliar

primordialmente, a toxicidade, seguranca e eficicia de substincias potenciais em uma
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diversidade de organismos e populacdes heterogéneas, na tentativa de garantir a efetividade do
farmaco com o minimo de efeitos indesejados possiveis (Souza et al., 2022).

A fase pré-clinica desempenha um papel fundamental, tendo em vista que, nesta etapa
os candidatos a medicamentos sdo avaliados quanto a sua efici€ncia e potencial toxico. Assim,
a pesquisa clinica baseia-se no uso de animais, microrganismo, microcrustiaceos, cultura de
células, vias bioquimicas e outras estratégias para a realizacdo dos testes pertinentes,
demandando uma andlise minuciosa dos dados obtidos, a fim de garantir a selecao coerente dos
compostos e, a partir disso, avangar para os ensaios clinicos em humanos reduzindo os eventos
adversos e deletérios a saide humana (Medeiros et al., 2020; Silva et al., 2021; Mishra et al.,
2023).

Nesta perspectiva, o bioensaio utilizando Artemia salina (figura 10), destaca-se no
cendrio dos estudos pré-clinicos, em cardter preliminar, por sua sensibilidade, rapidez, baixo
custo e confiabilidade, além de possibilitar a reducao da utilizacdo de animais de médio e de
grande porte, diminuindo a dor e o sofrimento desses, configurando-se, assim, como uma
metodologia alternativa. Entretanto, sdo os ensaios in vivo que fornecem com precisdo
informacgdes detalhadas acerca da seguranca e da eficdcia dos candidatos a medicamentos

(Victal, 2014; Dantas, 2023).

Figura 10: Imagem de microscopia da Artemia salina

Fonte: autoria prépria, 2024.

A Artemia salina, também conhecida como camarao de salmoura, € um microcrustaceo
da ordem Anostraca que apresenta o inicio do seu ciclo de vida a partir da eclosdo dos cistos
dormentes através do contato com dgua salina, logo, propiciando o nascimento da larva nduplio
livre nadante. Os cistos apresentam os embrides encapsulados inativos, os quais sdo ativados
quando hidratados com solugdo salina, promovendo o rompimento e a eclosdo das membranas

em um periodo de 24-48 horas (Monteiro, 2021; Okumu et al., 2021).
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Desta forma, as larvas nduplios de artémia sdo o principal estigio de vida deste
microcrustdceo utilizado em teste de toxicidade aguda para a determinacdo da concentracio
média letal estimada. Esses organismos sdo amplamente utilizados na testagem do potencial
toxico de substincias em virtude de sua maior sensibilidade a agentes toxicos quando
comparado com a artémia adulta. Além disso, o padrdo de movimentacao dos nduplios apds
contato com a amostra em um periodo de 24 horas facilita a determinacgdo e diferenciacdo das
larvas vivas e das nao vivas (Mayorga et al., 2010; Trompeta et al., 2019).

Em suma, o bioensaio toxicoldgico utilizando Artemia salina consiste na submissao dos
cistos em uma solugdo salina simulando seu ambiente natural e promovendo sua eclosdo em
cerca de 24 horas. Logo apds, os nduplios sd@o submetidos a diferentes concentracdes da
substincia estudada e, por fim, realiza-se a contagem das larvas vivas e mortas, observando seu
padrao de movimento, com a finalidade de obter dados para andlises estatisticas e comparativas
(Merino et al., 2015).

Com isso, o teste toxicoldgico frente as larvas de Artemia salina configura-se como uma
metodologia promissora, efetiva e vantajosa para triagem de compostos. Desta forma, o baixo
custo e disponibilidade comercial de seus cistos, curto ciclo de vida da art€mia, a facilidade de
cultivo, a pequena quantidade da amostra empregada e a seguranca do método sdo alguns dos
aspectos que tornam o bioensaio util e proveitoso como um estudo pré-clinico de carater

preliminar para o desenvolvimento de farmacos (Caiana et al., 2020; Dantas, 2023).
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4. METODOLOGIA

4.1 Locais de pesquisa

A sintese e purificagdo da benzamidoxima e do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-
2-ona, além dos testes toxicoldgicos deste oxadiazol em Artemia salina foram realizados no
Laboratério de Sintese Orgéanica e Quimica Medicinal, localizado no Centro de Educacio e
Saude da Universidade Federal de Campina Grande campus Cuité (CES-UFCG). Ao passo que
a caracterizagdo espectroscopica dos compostos pelas técnicas de infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear (RMN) de carbono e hidrogénio foram processados em parceria
com o Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (DQF-

UFPE).

4.2 Material utilizado e Equipamentos

Utilizou-se uma chapa de agitacdo da marca Fisaton modelo 754A e um forno micro-
ondas doméstico da marca Panasonic, 220 V, 20L, poténcia maxima de 700 W operando sob
uma frequéncia de 2450 MHz para as sinteses da benzamidoxima e do oxadiazol,
respectivamente. Além disso, os solventes e reagentes utilizados na pesquisa serdo adquiridos
dos fornecedores: Vetec, Neon, Aldrich, Dindmica e Cinética. As reacdes foram acompanhadas
por meio da cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas de silica-gel com
indicador fluorescente F254 revelados sob a luz ultravioleta. A coluna cromatografica
disponivel para o uso € da marca Vigreux. Os solventes foram removidos por meio de um
rotaevaporador da Biichi Rotavapor modelo R-114 acoplado a uma bomba de viacuo modelo
KNF Neuberger, de modo que a remocao do solvente residual foi elaborada com o auxilio de
bomba de alto vicuo da Edwards modelo RV3. Por fim, as andlises de ressondncia magnética
nuclear (RMN) e o espectro de infravermelho (IV)foram realizadas em um espectrometro
VARIAN® modelo Unity Plus-300 utilizando como solvente o cloroférmio deuterado (CDCI3)
e um espectrofotdmetro de infravermelho Fourier no Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR

Spectrometer modelo PerkinElmer, respectivamente.

4.3 Sintese da benzamidoxima

Baseado na metodologia de Barros e colaboradores (2011), com algumas modificacoes,
a sintese da benzamidoxima procedeu através da dissolu¢do do cloridrato de hidroxilamina
(4,046g; 20 mmol; 3eq) e carbonato de potdssio (4,027g; 19mmol; 1,5eq) em 50 mL de dgua

destilada a temperatura ambiente em um baldo de fundo redondo com capacidade de 500 mL.
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Paralelamente, 19 mmol da benzonitrila dissolvida em etanol 98% (50 mL) foram adicionados
a mistura reacional e submetida a agitacdo magnética por cerca de 24 horas, sob temperatura
ambiente. A reacdo foi acompanhada por meio de cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando placas de silica-gel e um sistema elui¢ao acetato de etila:hexano (na propor¢ao 60:40,
respectivamente), de modo contatou-se o final do processo através do consumo total da
benzonitrila visualizado mediante uma camara escura com luz ultravioleta. Com isso, procedeu
a concentracao da mistura reacional mediante evaporacao rotativa por pressao reduzida, com o
auxilio de um rota-evaporador, formando um sistema bifdsico (a fase aquosa e o produto
insolivel em 4gua). Logo, a extracdo da benzamidoxima do meio aquoso foi realizada por meio
de 3 lavagens do sistema com 15 mL de acetato de etila. Posteriormente, sucedeu a secagem e
separacdo da fase orginica com sulfato de sédio anidro (Na>SOs) e, em seguida, filtracdo. A
partir disso, o solvente foi removido sob pressdo reduzida e a benzamidoxima foi obtida por

cristalizacdo em cloroférmio:hexano na propor¢ao de 90:10, respectivamente (figura 11).

Figura 11. Metodologia de sintese da benzamidoxima.
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Fonte: autoria propria, 2024.

4.4 Sintese do 1-(5-fenil-1,2,4-o0xadiazol-3-il)propan-2-ona

Tomando a metodologia de Barros et al. (2014) como base, a benzamidoxima obtida foi
empregada na sintese do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona. Logo, em um vidro de
penicilina adicionou-se a benzamidoxima (0,204g, 1,5mmol, 1,5eq), o K>COs; (0,069g,
0,5mmol, 0,5eq), o éster acetoacetato de etila (0,130g, Immol, leq), trés gotas do solvente
dimetilformamida (DMF) e sucedeu a homogeneizacio dos componentes. A mistura foi
submetida a irradiagdo de micro-ondas doméstico sendo aquecida sob poténcia varidvel, e

tomando a posi¢do central do aparelho em que h4 a maior incidéncia de irradiacdo. Vale
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ressaltar a disposi¢do de um erlenmeyer contendo dgua no interior do micro-ondas visando
evitar o superaquecimento da reacdo. A mistura reacional foi acompanhada por cromatografia
em camada delgada (CCD) utilizando uma solucao de vanilina como sistema de revelagcdo para
o0 acetoacetato de etila o qual nao € visivel por luz UV. Sequencialmente a mistura reacional foi
transferida para um funil de separacdo, extraida e lavada com acetato de etila (3x 10mL) em
uma solugdo saturada de cloreto de amoénio NH4Cl (20mL), respectivamente. Com isso,
procedeu a secagem da a fase orgadnica com sulfato de sédio anidro (Na»>SO4) e concentragio
do sistema sob pressdo reduzida no rota-evaporador. Por conseguinte, realizou-se a purificacao
do produto através da cromatografia em coluna de silica gel utilizando um sistema hexano-
acetato de etila em diferentes concentracdes como fase movel. Finalmente, o 1-(5-fenil-1,2,4-
oxadiazol-3-il)propan-2-ona foi separado do solvente por meio do rota-evaporador e obtido na

sua forma pura (figura 12).

Figura 12. Metodologia de sintese do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona.
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Fonte: autoria préopria, 2024.

4.5 A determinacao da poténcia real e calibracio do micro-ondas

Fundamentando-se na metodologia de Souza, Nogueira e Rassini (2002) com
modificagdes, a calibracdo e determinacio da poténcia real de trabalho do forno micro-ondas
(FMO) doméstico da marca Panasonic, 220 V, 20L, poténcia mixima de 700 W operando sob
uma frequéncia de 2450 MHz foi realizada pela medida indireta da elevagdo da temperatura de
110 ml de 4gua disposta em béquer de vidro com capacidade para 200ml por 60 segundos, nas
poténcias programadas de 100, 90 e 80%. O cdlculo da poténcia real de trabalho do FMO foi
realizado conforme equacao 1.

__ K.Cpm(AT)
t

P (Equacao 1)
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No qual: P - Poténcia real de trabalho (W- J.s-1); K- fator de conversio: cal/s = W (4,184
W.s. cal-1) s. cal-1); Cp - capacidade calorifica da dgua (cal. g-1 °C-1); m - massa da
amostra de dgua (g); AT- variagio de temperatura observada, (°C); t- tempo de irradiagio

(s) (figura 13).

Figura 13. Metodologia para a calibracao do micro-ondas.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

4.6 Teste toxicologico do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona frente a larvas de
Artemia salina Leach

A partir da metodologia de Meyer et al. (1982) o bioensaio toxicolégico com Artemia
salina Leach procedeu, inicialmente, por meio da incubag@o dos cistos deste microcrusticeo
em uma incubadora, compreendida como um recipiente de vidro retangular com um anteparo
apresentando furos distribuidos uniformemente, dividindo o receptdculo em duas partes. Assim,
estes cistos foram dispostos em um dos lados do recipiente, o qual foi coberto, e submergidos
em solucdo salina artificialmente preparada através da dissolucdo de 19 g de sal marinho da
marca Marinex em 500 mL de 4gua destilada em pH 8.,5. O sistema foi submetido a uma
1luminacdo artificial por um periodo de 24 horas, facilitando a eclosdo dos crustaceos que sao
atraidos pela luz evidenciada do outro lado do receptdculo, forcando-os a atravessar a diviséria
e facilitando sua coleta. Assim, as artémias foram separadas e agrupadas com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, de modo que cada tubo de ensaio contivesse grupos de 10 individuos.

Paralelamente, uma soluc¢do estoque de concentracdo 2000 pg/mL utilizando 20 mg do
1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona, 0,25 mL do co-solvente dimetilsulféxido
(DMSO) e 0,25 mL do surfactante ndo idnico Tween 20 dissolvidos e homogeneizados em
solugdo salina suficiente para 10mL de volume total foi preparada a fim de realizar uma triagem
inicial. Desta solucdo foram retiradas aliquotas de volumes varidveis e acrescentadas

quantidades de solucdo salina suficiente para completar 2500 pL, objetivando alcancgar



36

concentragdes especificas e necessdrias de oxadiazol em solucdo salina relevantes para a
realizacdo do estudo. Logo, a partir dos resultados obtidos nesta triagem inicial, realizou-se
testes subsequentes de maneira andloga visando investigar o comportamento do microcrustaceo
a variacdo das concentracdes.

Os testes foram realizados em triplicata e acompanhados por controles positivo e
negativo. Desse modo, o controle positivo, objetivou a morte de todas as art€mias a fim de
verificar o perfil de resisténcia dos individuos testados, consistindo na disposi¢ao de 10
individuos a uma solu¢do de benzamidoxima com 100 pg/mL de concentracdo. O controle
negativo, por sua vez, compreendeu uma solug¢do contendo o co-solvente dimetilsulféxido e o
surfactante ndo i16nico Tween 20 dissolvidos solu¢do salina, o qual certificou a toxicidade e
influéncia destes sobre os microcrusticeos em estudo.

Por fim, ap6s a submissdao de 24 horas de iluminacdo artificial, contabilizou-se a
quantidade de individuos vivos e mortos em cada tubo de ensaio e procederam as andlises
estatisticas dos dados através do software POLO-PC (Copyright LeOra Software 1987) para

obtencdo do valor da concentracdo letal para matar 50% dos individuos (CLso) (figural4).

Figura 14. Metodologia do bioensaio toxicologico em Artemia salina do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-

il)propan-2-ona.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

4.7 Teste toxicoldgico do acetoacetato de etila a larvas de Artemia salina Leach.

Semelhantemente ao processo adotado para a realizacdo do bioensaio toxicolégico em
Artemia salina do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona, a metodologia de Meyer et al.
(1982) também embasou o experimento envolvendo o éster acetoacetato de etila. Assim, de
maneira andloga, os cistos do microcrusticeo foram submersos em solugdo salina, incubados
por 24 horas e agrupados em populagdes de 10 individuos.

A partir disso, inicialmente foi preparada uma solucao estoque de concentracdo 2000
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pg/mL utilizando 20 mg do acetoacetato de etila dissolvido e homogeneizado no co-solvente
dimetilsulfé6xido (DMSO) e solugdo salina. Sequencialmente foram retiradas aliquotas de
volumes varidveis dissolvidas em solucdo salina a fim de alcancar as concentragdes pertinentes
para a realizacdo do estudo.

Logo, as art€émias foram submetidas as diferentes concentragdes do éster estudado pelo
periodo de 24 horas, acompanhadas por um controle positivo composto por uma solucao de 100
pg/mL de benzamidoxima e um controle negativo compreendendo uma solu¢do contendo
apenas o co-solvente dimetilsulf6xido dissolvido em solucdo salina. Desta maneira, o teste foi
realizado em triplicata de modo que, ao final do tempo de incubag¢do, os microcrusticeos foram
contabilizados como vivos ou mortos € submetidos a anélise estatistica por meio do software
POLO-PC (Copyright LeOra Software 1987) a fim de determinar a CLso do acetoacetato de

etila.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese da benzamidoxima

De acordo com a literatura, as amidoximas podem ser obtidas a partir de trés
abordagens: ultrassom, agitacdo magnética ou sob refluxo. Dependendo da abordagem sintética
escolhida, o rendimento e o tempo de sintese da amidoxima podem variar drasticamente (Viana,
2019). Sabendo disso, optou-se pelo emprego da agitacdo magnética em que o sistema reacional
¢ submetido a uma agitacdo constante sob temperatura ambiente por um espaco de tempo
especifico. Logo, apesar de ser um processo relativamente lento e com tempo reacional maior
que as demais metodologias, seu rendimento demonstra-se satisfatorio.

Inicialmente foi realizada a sintese da benzamidoxima, utilizando como estratégia
sintética o método convencional, em que a benzonitrila reage com o cloridrato de hidroxilamina
(NH2OH-HCI) na presenca de carbonato de potéssio (K2CO3) em meio hidroetandlico (Figura
15). Esta foi uma das primeiras metodologias empregadas para a obten¢do das amidoximas, em

meados de 1873 (Freitas Filho et al., 2015).

Figura 15. Sintese da benzamidoxima pelo método de agitacio sob temperatura ambiente.

Fonte: autoria prépria, 2024.

Nesta reacdo, o carbonato de potassio (K2COs3) reage com o cloridrato de hidroxilamina
(NH20OH.HCI), levando a formagao in situ da hidroxilamina (NH,OH). A hidroxilamina, por

sua vez, atua como nucledfilo de modo que os 4tomos de nitrogé€nio ou oxigénio pertencentes
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a sua estrutura atacam o d&tomo de carbono da nitrila culminando na formacao da amidoxima de

interesse (Esquema 3) (Freitas Filho et al., 2015; Barbosa et al., 2017).

Esquema 3. Mecanismo de sintese da benzamidoxima.

K,CO;, . NH-
EtOH

+  NH,OH.HCI

Fonte: autoria prépria, 2024.

Assim, a sintese da benzamidoxima por meio do método de agitacdo magnética a
temperatura ambiente obteve um rendimento de 82,7%, com tempo reacional de 24 horas sob
agitacdo constante, culminando na formacao de um cristal s6lido branco (Figura 16). Isto posto,
o término da reagdo foi constatado por meio do consumo total da benzonitrila (reagente
limitante) observado a partir de cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando placas de

silica-gel e sistema elui¢do acetato de etila: hexano na proporcdo 60: 40, respectivamente
(Figura 17).
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Figura 16. Benzamidoxima pura.

Fonte: autoria prépria, 2024.

Figura 17. Imagem da CCD da reacio de formacio da benzamidoxima.
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R: reagdo obtida (benzoamidoxima)

Fonte: autoria prépria, 2024.

Deste modo, considerando erros analiticos, equipamentos e as condi¢des do laboratdrio,
o resultado alcancado estd em consonancia com os achados de Dantas (2019) e Viana (2019)
que constataram rendimentos de 72% e 79,02%, respectivamente, em reacOes de sintese de
benzamidoximas em condi¢des reacionais semelhantes. Portanto, € possivel afirmar que a
facilidade de processamento e o bom aproveitamento da reacdo sdo algumas das vantagens
inerentes a esta metodologia, embora o tempo de reac@o seja mais expressivo.

Adicionalmente, o banho ultrassdnico e a submissao da mistura reacional a um sistema

de refluxo apresentam-se como abordagens igualmente vantajosas para obtencdo de
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amidoximas. Neste sentido, autores como Medeiros er al. (2020), Andrade, Freitas Filho e
Freitas (2016) relatam a sintese da benzamidoxima utilizando o ultrassom atingindo
rendimentos de 82% e 80% em tempo reacional de aproximadamente 20 minutos a temperatura
de cerca de 50 °C. Utilizando a mesma abordagem, Viana (2019) obteve 96,04% de rendimento
em 60 minutos de reacdo, logo ratificando a eficiéncia da metodologia, apesar de algumas
desvantagens como aquecimento lento, ineficiente € ndo uniforme. Por fim, Viana (2019)
também demonstrou a eficdcia da sintese de amidoximas sob refluxo em tempos reacionais de
120 e 180 minutos sob temperaturas de 70°C e 50°C atingindo rendimentos de 96,08% e

95,03%, respectivamente.

5.2 Caracterizacao espectroscopica da benzamidoxima

Nessa perspectiva, apds a obtencao da benzamidoxima, realizou-se a caracterizacao por
meio de técnicas espectrométricas na Universidade Federal Rural de Pernambuco a fim de
confirmar a estrutura da molécula em foco, assim, dispondo de espectros de infravermelho e
ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN '3C). Desta
forma, no espectro de infravermelho disp0s as principais bandas de absor¢ao foram de 3445,
3350, 3207, 1639, 1578, 1388, 926, 675 cm’!. Portanto, as bandas em 3445 e 3350 cm’
representam os estiramentos das ligagdes de hidrogénio entre nitrogénio e hidrogénio, ao passo
que o pico em 3207 cm™' demonstra a intera¢do entre o oxigénio e o hidrogénio do grupo
hidroxila. As bandas de absorciio em 1639 e 1578 cm™! expressam as ligacdes duplas entre
carbono e nitrogénio, e carbonos respectivamente (-C=N, -C=C). Além disso, em 1338 e 926
cm’! nota-se picos referentes aos dobramentos das ligagdes simples entre carbono e hidrogénio
e entre os carbonos do anel aromético monossubstituido. Por fim, cabe ressaltar que a ausé€ncia
de bandas de absorc¢ao entre 2000 e 2500 cm’! confirmam o consumo total da benzonitrila, tendo
em vista que esta regido € caracterizada pela presenca de picos referentes a ligacdo tripla entre

carbono e nitrogénio determinante da funcao nitrila (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de infravermelho (IV) para a benzamidoxima.

100
uniiy L
i P A A’J
{ | v W 'ﬂ[ I| v 1‘1
90 + M /"ll-"' r | ll ||'|T
- W/ | | V
EJ 3445 | 3207 U il
3 \ 1578
2 1388
_E . { 3330 OH
& ¥
g = 1639
T i 926 |
rd
=] = il H
70 675

T T T T T I 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)

Fonte: autoria prépria, 2024.

Somado a isso, a benzamidoxima também foi caracterizada por ressondncia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN 3C). Neste sentido, o espectro de
RMN 'H apresenta o somatério das integrais aproximado de um total de oito hidrogénios, que
condizem com a quantidade de hidrogénios da estrutura analisada, além de esbocar quatro sinais
de hidrogénios correspondente aos hidrogénios quimicamente diferentes presentes na estrutura.
Em 9,633 ppm observa-se um simpleto referente ao hidrogénio (H-1) relativo ao grupo
isonitroso (NOH). Constata-se, também, picos do tipo multipleto entre 7,693 a 7,669 ppm com
integral de aproximadamente dois, equivalente aos hidrogénios (H-3). Identificou-se outro
multipleto, com integral, aproximando-se a trés, na regido ampliada entre 7,377 a 7,361 ppm,
0s quais sao respectivos aos hidrogénios H-4 e H-5. Finalmente, o pico na forma de um simpleto

presente em 5,805 ppm refere-se aos hidrogénios H-2 do grupo amino NH» (Figura 19).
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Figura 19. Espectro o de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) da benzamidoxima.
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Fonte: autoria propria, 2024.

O de RMN de 3C apresentou cinco sinais de carbonos quimicamente diferentes. O
carbono C-1, desblindado por estar diretamente ligado a dois dtomos de nitrogénio, €&
identificado em 150,653 ppm. O pico de menor intensidade em 133,757 ppm refere-se ao
carbono quaterndrio C-2 desblindado pela sua proximidade com a por¢do amidoximica que
retira densidade eletronica. Em 127,641 ppm e 125,361 ppm observa-se sinais mais intensos,
condizente com carbonos C-3 e C-4, respectivamente, que apresentam dois carbonos

quimicamente equivalentes. Por fim, o sinal em 128,636 ppm corresponde ao C-5 (Figura 20).
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Figura 20. Espectro de RMN de 13C (DMSO-d6, 100 MHz) da benzamidoxima.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

5.3 A determinacio da poténcia real e calibracio do micro-ondas

Para verificar a influéncia da poténcia do micro-ondas na obtencao do 1-(5-fenil-1,2,4-
oxadiazol-3-il)-propan-2-ona inicialmente realizou-se a calibragdo do forno micro-ondas
(FMO) da marca Panasonic, 220 V, 20L, poténcia maxima de 600 W operando sob uma
frequéncia de 2450 MHz a partir da metodologia de Souza, Nogueira e Rassini (2002). Os
valores encontrados para a poténcia real foram descritos na tabela 1, determinados por meio da

equacao 1 (descrito no item 5.5).

Tabela 1: Determinacfo da poténcia real do forno micro-ondas doméstico.

Poténcia Temperatura  Temperatura Poténcia Poténcia real
utilizada (%) inicial (°C) final (°C) teorica (watts) (watts)
100 % 25,3°C 79,1 °C 600 W 414,26 W
90 % 25,8 °C 76,8 °C 540 W 392,70 W
80 % 26,6 °C 73,3 °C 480 W 359,59 W

Fonte: autoria prépria, 2024.

Nesta perspectiva, Oliveira et al. (2015), Barbosa et al. (2017) e Barboza et al. (2001),

similarmente, constataram divergéncias entre a poténcia real de trabalho e a poténcia descrita
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pelo fabricante destacando a discrepancia entre os valores reais e tedricos. Desta forma,
observa-se a ratificagdo dos resultados obtidos, os quais apresentam concordancia com a
literatura demonstrando a incompatibilidade entre os achados experimentais e a poténcia

descrita teoricamente.

5.4 Sintese e verificacao a influéncia da poténcia do micro-ondas na obtencao do 1-(5-
fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona

Uma vez obtida a benzamidoxima e realizada a calibragdo do forno micro-ondas
doméstico, partiu-se para a sintese do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona baseando-
se na técnica de Barros e colaboradores (2014) com algumas modificacdes. Desta forma, os
1,2,4-oxadiaz6is sdo potencialmente obtidos através de diferentes perspectivas como
aquecimento, a irradiacdo de micro-ondas e ultrassom. Dentre estas abordagens, vale salientar
a posicao de destaque ocupada pela irradiacdo de micro-ondas, tendo em vista a reducdo do
tempo reacional para minutos, a elimina¢do do uso de solventes e a contemplacao de principios
da quimica verde. Assim, o emprego da cicloadi¢do como estratégia para sintese desses
heterociclos associada a incidéncia de micro-ondas apresenta-se como uma metodologia de
grande relevancia em virtude da permissdao do uso de diferentes compostos carbonilados e

amidoximas ( Regueira; Freitas; Freitas Filho, 2016; Barbosa et al., 2017).

Figura 21. Mistura reacional submetida a irradiacao de micro-ondas para formacao do 1-(5-fenil-1,2,4-

oxadiazol-3-il)propan-2-ona.

Fonte: autoria prépria, 2024.

Logo, um provdvel mecanismo de formagdo do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-

2-ona ocorre inicialmente através da desprotonacdao do hidrogénio do grupo isonitroso da
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amidoxima provocada pelo sal basico carbonato de potassio (K2CO3), favorecendo a formagao
de um anion em seu dtomo de oxigénio. Com isso, a amidoxima passa a atuar como grupo
nucledfilo atacando o carbono carbonilico do acetoacetato de etila favorecendo a formacao de
um intermedidrio instdvel tetraédrico com subsequente perda de etanol (EtOH) e rearranjo para
uma segunda espécie intermedidria. Assim, a partir da quebra da ligacdo N-H, migracdo do par
de elétrons para o dtomo de nitrogénio e abstracdo de seu préton, este segundo intermedidrio
reconfigura-se em uma terceira espécie. Por fim, o terceiro intermedidrio passa por uma
ciclizacdo, reestruturacdo intramolecular e eliminagdo de dgua por aquecimento produzindo o
1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona (Regueira; Freitas; Freitas Filho, 2016; Barbosa
et al., 2017; Monteiro, 2021).

Esquema 4. Mecanismo de reacao para formacao do 1,2,4-oxadiazol.

1 1 v

1,2,4-oxadiazol

Fonte: Regueira, Freitas, Freitas Filho (2016).

Isto posto, para sintese e verificacdo da influéncia da poténcia do micro-ondas na
obtenc¢do do oxadiazol em estudo, os reagentes benzamidoxima, acetoacetato de etila, carbonato
de potéssio (K2CO3) e dimetilformamida (DMF) foram submetidos a energia de irradiacdo com
micro-ondas doméstico sob poténcia variavel de 80 a 100%, a fim de analisar seus respectivos
tempos reacionais e rendimentos. Deste modo, o término das reacdes foi constatado pelo
consumo total do éster acetoacetato de etila (reagente limitante) observado a partir de
cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel e sistema eluicio

composto por diclorometano e visualizado por meio de uma solu¢do de vanilina (Figura 22).
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Figura 22. Imagem da CCD da reacao de formacao do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona.

CCD

Sistema eluente: diclorometano

P: composto de partida (acetoacetato de etila)
M: mistura dos compostos de partida e da
reagao

R: reagao obtida (1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-
F==t=-=t---t-1 propan-2-ona)

Fonte: autoria prépria, 2024.

Portanto, sob a poténcia de 80% obteve-se um tempo reacional de 6 minutos e 30
segundos e rendimento pos extragdo com acetato de etila em solugdo saturada de cloreto de
amonio (NH4Cl) de 71%. No entanto, quando o sistema foi submetido a irradiacdo micro-ondas
na poténcia de 90%, foram necessdrios 2 minutos e 10 segundos para o consumo total do
reagente limitante (acetoacetato de etila), alcancando rendimento de 64%. Por fim, com a
poténcia de 100% a reagdo finalizou-se apds decorridos cerca de 1 minuto e 30 segundos e

obteve-se rendimento pds extracao de 61% como descrito na tabela 2.

Tabela 2: Tempo reacional e rendimento pos extracio das reacio de sintese do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-

3-il)propan-2-ona em irradiacao micro-ondas com poténcia variavel de 80 a 90%.

Poténcia do micro- . Rendimento
Tempo reacional P ~
ondas pos extracao
Poténcia de 80% 6 minutos e 30 segundos 71% de rendimento
Poténcia de 90% 2 minutos e 10 segundos 64% de rendimento
Poténcia de 100 % 1 minuto e 30 segundos 61% de rendimento

Fonte: autoria prépria, 2024.

De acordo com os resultados apresentados, nota-se uma relagdo inversamente
proporcional entre a poténcia do micro-ondas, o tempo reacional e o rendimento pos extracao.
Desta maneira, o aumento da poténcia provoca a reducdo do tempo reacional ao passo que
diminui o rendimento final do processo. Logo, apesar de exibir o maior tempo reacional no

estudo em questdo, a submissdo dos reagentes a energia de irradiagdo de micro-ondas sob
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poténcia de 80% apresentou-se como a melhor metodologia para sintese do 1-(5-fenil-1,2,4-
oxadiazol-3-il)propan-2-ona em virtude do rendimento de 71%.

Ap6s a sintese, o produto foi purificado mediante cromatografia de coluna de vidro em
silica gel, tendo como fase mdvel o sistema hexano/acetato de etila nas propor¢des varidveis a
fim de ampliar a polaridade. Desta forma, o aumento gradativo da concentra¢@o de acetato de
etila no sistema provocou a saida do oxadiazol na propor¢ido de 7% de acetato de etila em
hexano. Assim, ao final do processo, a amostra foi submetida a rotaevaporacdo sob pressdao
reduzida, com o objetivo de separar o sistema de solventes e o produto, culminando na formagao
do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona na forma de um liquido incolor, esbo¢cado na
figura 23, com rendimento reacional apés purificacdo em cromatografia de coluna de vidro em

silica gel de 74,38%.

Figura 23. Amostras do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona puro na forma de um liquido

transparente.

Fonte: autoria prépria, 2024.

Os resultados apresentados ratificam as vantagens do uso da irradiacao de micro-ondas,
enfatizando reducdo do tempo reacional e mantendo um bom rendimento final, sendo assim,
respaldados pelos estudos de Freitas e colaboradores (2007), que sintetizaram uma série 4-[3-
(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-butan-2-onas sob irradiacdo de micro-ondas e obtiveram uma

diminuicio do tempo reacional de 18 horas no método convencional para 10 minutos.
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5.5 Caracterizacao espectroscopica do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona

O 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona foi caracterizado por espectroscopia na
regido de infravermelho médio (Figura 24). No espectro de infravermelho do 1-(5-fenil-1,2,4-
oxadiazol-3-il)propan-2-ona foi constatado a auséncia da banda larga do estiramento das
ligagdes O-H e NH,, na regido entre 3.400 a 3.200 cm™, e a banda intensa do estiramento da
ligacio C=0 de ésteres, na regido de 1730 cm™', o que indica os reagentes benzamidoxima e
oxacetato de etila foram consumidos totalmente. Em contrapartida, as bandas em 3.063 cm’!,
1.706 cm™, 1.259 cm™, 1.117 cm™ e 1.063 cm-1 sdo referentes as vibragdes das ligacdes vCypz-
H, vC=0, 3C=0, vC-O e vC-N, respectivamente, o que confirmar a formagdo do 1-(5-fenil-
1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona. Além dessas bandas, constatamos a presenca das bandas
2.974 cm-1 e 1.987 cm’!, as quais sdo relativas ao estiramento da ligagdo Cy,3-H e a harmonica

do dobramento da ligacao Cs,2-H.

Figura 24. Espectro de infravermelho do composto 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

5.6 Teste toxicologico do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona frente a larvas de
Artemia salina Leach

Ap6s o estudo das condigdes reacionais de sintese e caracterizagdo do 1-(5-fenil-1,2,4-
oxadiazol-3-il)propan-2-ona, por técnicas espectroscopicas, o composto foi submetido ao teste

toxicolégico em Artemia salina Leach, visando a andlise do seu perfil de toxicidade e influéncia
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frente aos microcrustaceos. Este bioensaio viabiliza a avaliagdo da toxicidade geral da
substincia, sendo considerado um ensaio preliminar e possibilitando a obtengcdo de
concentragdo letal mediana (CLs), ou seja, a concentragio necessdria para provocar a morte de

50% dos crustaceos nas amostras analisadas (Merino et al., 2015; Bednarczuk et al., 2010).

Figura 25. Cistos de Artemia salina submetidos a solucio salina e iluminacio artificial.

Fonte: autoria prépria, 2024.

Figura 26. Larvas nauplios apds eclosdo dos cistos de Artemia salina no periodo de 24 horas.

Fonte: autoria prépria, 2024.

O teste toxicoldgico procedeu através da incubagdo dos cistos de A. salina em um
ambiente ideal composto por uma solucdo salina artificialmente preparada e iluminagao
artificial pelo periodo de 24 horas facilitando sua eclosdo (Figuras 25 e 26). O estudo foi
realizado em triplicada de forma que cada concentracio estudada compreendesse o conjunto de
3 tubos de ensaio contendo 10 artémias cada um. Assim, utilizou-se 360 artémias ao total
distribuidas em 36 tubos de ensaio com concentragdes variando de 1000 a 10 pg/mL da solugdo

composta pelo 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona, conforme exposto na tabela 3.
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Tabela 3: Contagem das artémias do bioensaio de Artemia salina com 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-

il)propan-2-ona.Fonte: autoria prépria, 2024.

Concentracao da substancia Artémias Vivas Porcentagem de artémias
testada (ug/mL) mortas (%)

1000 0 100%
500 0 100%
250 0 100%
160 0 100%
140 0 100%
120 0 100%
100 0 100%

80 1 96,67%
60 5 80%

50 6 83,34%
40 22 26,67%

10 23 23,34%

Fonte: autoria proépria, 2024.

Baseado nos dados apresentados na tabela 3 e utilizando o software POLO-PC
(Copyright Le Ora Software 1987) foi possivel determinar o valor estimado da CLso do 1-(5-
fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona e elaborar um grifico correlacionando as
concentracdes utilizadas com o ndmero de artémias vivas (Gréfico 1). Desta maneira, a
concentragdo letal para matar 50% dos individuos (CL5o) foi de 56,4 pg/mL com desvio padrao
de + 1,7 ug/mL, logo com 58,1 pg/mL de limite superior, 54,7 pg/mL de limite inferior e

intervalo de confianca de 95%.
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Grafico 1. Perfil de toxicidade do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

De acordo com Merino et al. (2015) sdo considerados altamente toxicas as substincias
com valores de CLs5¢ inferiores a 100 pg/mL, ao passo que concentracdes letais para matar 50%
dos individuos entre 100 e 500 pg/mL sdo interpretadas como moderadamente tdxicas,
compostos com valores CLso entre 500 e 1000 pg/mL sdo suavemente toxicas e CLso superior
a 1000 pg/mL possuem baixa toxicidade. Logo o 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona
apresentou-se como um substincia altamente téxica em Artemia salina, tendo em vista que
exibe CLso abaixo de 100 pg/mL, correspondendo a 56,4 pg/mL.

Além disso, para validar o bioensaio toxicoldgico realizou-se o controle negativo,
referente a solucdo contendo apenas os solventes utilizados para dissolver o 1-(5-fenil-1,2,4-
oxadiazol-3-il)propan-2-ona (ou seja, Tween 20 e DMSO). Realizando a leitura do controle
negativo, constatou-se que a solugdo dos solventes ndo foi capaz de interferir no ciclo de vida
das art€mias utilizadas, comprovando que esses solventes empregados para solubilizar o
oxadiazol ndo foram toxicos para as artémias. Por fim, realizou-se o controle positivo
compreendendo uma solucdo de benzamidoxima a 100 ug/mL a qual provocou a morte de
100% artémias, atestando o perfil ndo resistente da art€mias utilizadas.

O resultado alcancado estd em concordancia com os estudos de Machado et al. (2005)
e Mata et al. (2021) os quais, separadamente, testaram o carater toxico frente a Artemia salina
dos oxadiazois 3,5-bis-(fenil)-1,2,4-oxadiazol e 3-(4-clorofenil)-5-(fenil)-1,2,4-oxadiazol, e 2-
(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol, obtendo CLso nos valores de 2,13 ug/mL, 4,57 ug/mL e
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24,38 ng/mL respectivamente. Desta forma, percebe-se um perfil de CLso semelhantemente
baixo dos oxadiazdis estudados, destacando sua toxicidade significativa frente a este
microcrustaceo.

Com isso, Harada (2009) demonstrou a correlacdo positiva entre os ensaios de

citotoxicidade em A. salina Leach e atividade antineopldsica sobre linhagens de células
tumorais para substincias de origem natural pertencentes a diferentes classes de produtos
naturais como alcaldides, flavondides e quinolonas. Neste sentido, as substincias p-
lapachona, emodina, duguetina e lapachol apresentaram tanto atividade para A. salina

quanto as mais baixas CLso dentre as estudadas sobre as linhagens de células tumorais
utilizadas, logo sendo consideradas como indicativas para atividade antitumoral.

Em conformidade, Freitas et al. (2021) apresenta uma relacdo inversamente
proporcional entre o valor da CLso e a potencialidade de atividade citotoxica. Assim, quanto
menor a CLso, mais toxica € a substancia frente o organismo testado e maior € a possibilidade
de atividade antitumoral. Desta forma, o valor numérico da CLso do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-
3-il)propan-2-ona obtido por meio do teste toxicolégico em Artemia salina demonstra seu
potencial farmacoldgico e motiva a utilizagdo do composto em outros bioensaios especificos

visando a verificag@o de suas atividades biologicas.

Figura 27. Submissio dos nauplios a concentracoes variaveis 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-propan-2-ona

e contabilizacao das artémias vivas e mortas.

Fonte: autoria prépria, 2024.
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5.7 Teste toxicolégico do acetoacetato de etila a larvas de Artemia salina Leach
Analogamente, o teste toxicoldgico foi realizado também em triplicada com o
acetoacetato de etila abrangendo 3 tubos de ensaio contendo 10 art€émias cada um para as
concentragdes estudadas (Figura 27). Desta forma, foram utilizadas 540 artémias ao total
distribuidas em 54 tubos de ensaio com concentragcdes variando de 3000 a 100 pg/mL da

solucdo contendo o acetoacetato de etila, como disposto na tabela 4.

Tabela 4: Contagem das artémias do bioensaio de Arfemia salina com acetoacetato de etila.

Concentracio da substancia Artémias Vivas Porcentagem de artémias
testada (ug/mL) mortas (%)
3000 0 100%
2500 0 100%
2100 8 73,34%
2080 9 70%
2060 9 70%
2040 11 63,34%
2020 14 53,34%
2000 13 56,67%
1900 17 43,34%
1800 21 30%
1700 21 30%
1600 23 23,34%
1500 23 23,34%
1200 24 20%
1000 22 26,67%
500 23 23,34%
250 24 20%
100 26 13,34%

Fonte: autoria prépria, 2024.
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Os dados obtidos foram processados pelo software POLO-PC (Copyright Le Ora
Software 1987) estimando o valor da CLsodo éster acetoacetato de etila de 2023,78 pg/mL com
desvio padrao de + 4,86 ug/mL, limite superior 2028,64 ug/mL, limite inferior de 2018,92
pg/mL e intervalo de confianga de 95%, como demonstrado no grifico 2. Deste modo, baseado
em Merino e colaboradores (2015) o éster apresenta-se como atdxico tendo em vista que o valor

da sua CL50 € superior a 1000 pg/mL.

Grifico 2. Perfil de toxicidade do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona.

Bioensaio Toxicolégico

25+

Ezn—

]

w

8 15+

5

S 104

o

s 5-

pd
l::'IIIIIIIII“I'
S O H  H H O DS DD
DY AQY 07 B O B0
TS S S S Y 3

Concentragdo

Fonte: autoria proépria, 2024.

Este resultado obtido apresenta similaridade com os achados de Batalini, Araujo e
Marques Junior (2020), e de Ijiri et al. (2024), os quais verificaram a toxicidade de ésteres
derivados do 4cido benzdico e do acido para-nitrobenzdico, e ésteres aromaticos mono, bi e
tridentados alcancando resultados de CLsoentre 500 e 1000 pg/mL ou superiores a 1000 pg/mL

o que indicou que esses compostos exibiram moderada ou baixa toxicidade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A vista dos achados na literatura e dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se
constatar que a metodologia de agitacdo magnética apresentou condi¢des satisfatérias para a
sintese da benzamidoxima, obtendo rendimento de 82,7%, com tempo reacional de 24 horas
sob agitacao constante. Além disso, com a calibracdo do forno micro-ondas (FMO) da marca
Panasonic verificou-se divergéncias entre a poténcia real de trabalho e a poténcia descrita pelo
fabricante, de modo que, em todos os testes, a poté€ncia real mostrou-se inferior a poténcia
tedrica.

Ademais, por meio da andlise da influéncia da poténcia do micro-ondas na obtencdo do
oxadiazol, constatou-se que a poténcia de 80% representou a melhor estratégia de sintese,
apesar de apresentar o maior tempo reacional de 6 minutos 30 segundos, porém a maior
porcentagem de aproveitamento dentre as demais condicdes estudadas, assim, demonstrando
rendimento de 71%.

Somado a isso, o bioensaio frente a Artemia salina Leach comprovou a viabilidade,
economia e praticidade do método contribuindo como avalia¢io preliminar da toxicidade de
substancias, evitando a utiliza¢ao de outros animais. Desse modo, através do teste toxicoldgico
em Artemia salina, observou-se um alto indice de toxicidade do 1-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-
il)propan-2-ona frente o microcrusticeo analisado baseado na concentracdo letal para matar
50% dos individuos (CLso), experimentalmente obtida, de 56,4 ug/mL. Em contrapartida, o
éster acetoacetato de etila utilizado na sintese do oxadiazol estudado exibiu CL5¢ de 2023,78
pg/mL, sendo considerado como atéxico.

Por fim, os resultados encontrados motivam o aprofundamento do estudo da molécula
e sua utilizagdo em outros testes bioldgicos visando a verificacdo de atividades bioldgicas e
contribuindo para o desenvolvimento e origem de protétipos capazes de favorecer o tratamento

de diversas doengas.
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