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RESUMO

O (re)surgimento de novos agentes patogénicos, ao longo das décadas, vem
impulsionando a Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacéao (P,D&l) de farmacos. Dentre
as inumeras classes de moléculas organicas, os 1,2,4-oxadiazois merecem destaque
especial, em parte, devido ao seu amplo espectro de atividades biolégicas e sua
presenca em diversos medicamentos disponiveis no mercado. Adicionalmente, os
1,2,4-oxadiazois vém sendo explorados como pesticida, larvicida e materiais
tecnoldgicos (telas de OLED). Diante disso, o objetivo do trabalho foi sintetizar a
benzamidoxima, o glicolato de etila e o (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol, bem
como avaliar a toxicidade do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol. A benzamidoxima
foi preparada a partir da reacdo entre a benzonitrila e cloridrato de hidroxilamina em
meio hidroetandlico em meio basico, enquanto que o glicolato de etila através da
reacao de esterificagdo em meio acido do acido glicolico e etanol. O (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol foi sintetizado a partir da reacao entre a benzamidoxima e o
glicolato de etila utilizando um meio super basico (DMSO+NaOH). A caracterizagao
da benzamidoxima, do glicolato de etila e do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol foi
realizada através de técnicas espectroscépicas. O biensaio toxicoldgico do (3-fenil-
1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol foi realizando utilizando as larvas de Artemia salina.
Como resultados a benzamidoxima e o glicolato de etila foram obtidos com
rendimentos de 72% e 74%, respectivamente, enquanto que o (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol foi obtido com rendimento de 56%. A benzamidoxima, o
glicolato de etila e o (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol foram caracterizados por IV,
RMN de 'H e RMN de '3C, em que os nimeros de ondas e os deslocamentos quimicos
obtidos comprovam a obtengdo dos mesmos. Por fim, os bioensaios toxicolégicos em
Artemia salina resultou em um CLso de 172,23 pg/mL para o (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-
5-il) metanol, indicando que esse composto apresenta uma moderada toxicidade. Em
suma, esses resultados estimulam futuras pesquisas envolvendo o (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol, especialmente no tocante a seu mecanismo de acéo.

Palavras-chave: Heterociclicos, Reacées Organicas, Bioensaio toxicologico.



ABSTRACT

The (re)emergence of new pathogenic agents, over the decades, has been boosting
the Research, Development and Innovation (R,D&l) of pharmaceuticals. Among the
numerous classes of organic molecules, 1,2,4-oxadiazoles deserve special attention,
in part, due to their broad spectrum of biological activities and their presence in several
medications available on the market. Additionally, 1,2,4-oxadiazoles have been
explored as pesticides, larvicides and technological materials (OLED screens).
Therefore, the objective of the work was to synthesize benzamidoxime, ethyl glycolate
and (3-phenyl-1,2,4-oxadiazole-5-yl) methanol, as well as evaluate the toxicity of (3-
phenyl-1, 2,4-oxadiazole-5-yl) methanol. Benzamidoxime was prepared from the
reaction between benzonitrile and hydroxylamine hydrochloride in a hydroethanolic
medium in a basic medium, while ethyl glycolate through the esterification reaction in
an acidic medium of glycolic acid and ethanol. (3-phenyl-1,2,4-oxadiazole-5-yl)
methanol was synthesized from the reaction between benzamidoxime and ethyl
glycolate using a super basic medium (DMSO+NaOH). The characterization of
benzamidoxime, ethyl glycolate and (3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl) methanol was
carried out using spectroscopic techniques. The toxicological biassay of (3-phenyl-
1,2,4-oxadiazole-5-yl) methanol was carried out using Artemia salina larvae. As
results, benzamidoxime and ethyl glycolate were obtained in yields of 72% and 74%,
respectively, while (3-phenyl-1,2,4-oxadiazole-5-yl) methanol was obtained in 56%
yield. Benzamidoxime, ethyl glycolate and (3-phenyl-1,2,4-oxadiazole-5-yl) methanol
were characterized by IR, 'TH NMR and 3C NMR, in which the wave numbers and
chemical shifts obtained prove that they have been obtained. Finally, toxicological
bioassays on Artemia salina resulted in an LCso of 172.23 pug/mL for (3-phenyl-1,2,4-
oxadiazole-5-yl) methanol, indicating that this compound has moderate toxicity. In
short, these results encourage future research involving (3-phenyl-1,2,4-oxadiazole-
5-yl) methanol, especially regarding its mechanism of action.

Keywords: Heterocyclics, Organic Reactions, Toxicological bioassay.
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1 INTRODUCAO

A Quimica Medicinal possui grande relevancia na Pesquisa, Desenvolvimento
e Inovacao de farmacos (P, D&l), devido ao seu carater multidisciplinar, envolvendo
diversas especialidades, como a farmacologia, quimica e biologia (Mikovski et al.,
2018). Esta area possui como objetivo a invencao, a descoberta, o planejamento, a
identificagdo, a preparacao e a interpretagdo de moléculas biologicamente ativas,
como também as relacbes entre a estrutura quimica do candidato e sua atividade
(Souza, 2016).

Sabendo disso, o surgimento de patologias emergentes e negligenciadas,
como a dengue, malaria, zika, chikungunya e a crescente resisténcia bacteriana aos
antibidticos, intensificam e estimulam a P, D&l (Homma; Freire; Possas, 2020). Diante
disso, os compostos heterociclicos sdo uma classe de grande importancia, tendo em
vista que cerca de 75% dos medicamentos produzidos apresentam anéis
heterociclicos em sua estrutura, a citar, a indometacina, dipirona, clonazepam
(Shchekotikhin, 2020), além da sua grande aplicabilidade na industria farmacéutica,
devido ao seu amplo espectro de atividades farmacolégicas e, por esse motivo,
continuam gerando novos agentes terapéuticos. Os heterociclicos sdo compostos os
quais apresentam em sua composi¢ao pelo menos um heteroatomo em sua estrutura,
sendo eles os atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre (Dauek, 2015).

Logo, a necessidade de desenvolvimento de farmacos para tratamento de
doencas, a descoberta de moléculas com propriedades antibacterianas mais
eficientes, entre outros fatores, tem alavancado as pesquisas envolvendo a sintese e
avaliacao de derivados heterociclicos, como os oxadiazéis (Cunha; Nogueira; Aguiar,
2018). Os oxadiazo6is possuem cinco membros, sendo um atomo de oxigénio, dois de
nitrogénio e dois carbonos. Ademais, possui quatro isdmeros diferentes: 1,2,3-
oxadiazol, 1,2,4-oxadiazol, 1,2,5-oxadiazol e 1,3,4-oxadiazol, a depender da posicao
dos atomos de nitrogénio. Desses isdbmeros, os mais estudados e os que
apresentaram maior atividade biolégica foram o 1,2,4-oxadiazol e 1,3,4-oxadiazéis
destacam-se devido suas estabilidades e amplas atividades biolégicas (Biernacki et
al., 2020).

Durante muito tempo, os anéis oxadiazoélicos s6 eram obtidos por meio de rotas
sintéticas. A cicloadicao 1,3-dipolar de éxidos nitrilicos ao grupo funcional nitrilico e a
ciclizacdo de derivados de amidoxima sdo os métodos classicos de sintese mais



utilizados, sendo a ciclizagdo de derivados de amidoxima o mais comum (Cunha;
Nogueira; Aguiar, 2018). Porém, os oxadiaz6is nao sdo obtidos somente de forma
sintética, em 2011, encontrou-se dois 1,2,4-oxadiaz6is de origem natural, as
fidianidinas A e B, as quais foram extraidas das Phidiana militaris. Essas moléculas
de origem natural, demonstraram citotoxicidade potente e seletiva frente linhagens
celulares tumorais e nao tumorais, propriedades de ligacdo seletiva a sitios do
sistema nervoso central, como o receptor y-opidide e o transportador de dopamina
(Silva, 2020). Outrossim, ja é relatada atividades antimicrobiana (Zhu et al., 2020),
antitumoral (Oliveira et al., 2018), antioxidante, anti-inflamatéria (Gobec et al., 2015),
antiviral (Egorova et al., 2020), em moléculas que apresentem o anel oxadiazol.

Diante das propriedades biolégicas mencionadas, € indispenséavel a realizacao
de testes de toxicidade, uma vez que permite avaliar ou prever efeitos toxicos nos
sistemas biolégicos. Os testes in vitro com o microcrustaceo de agua salgada Artemia
salina vem ganhando notoriedade, devido a simplicidade de manuseio, baixo custo.
Além disso, esses microcrustdceos sdo bem sensiveis a alteracdes externas,
possibilitando resultados confiaveis a variagdes do ambiente (Lima et al., 2019). Esse
bioensaio é uma das técnicas mais utilizadas na determinacao de toxicidade, pois faz
uso apenas de um parametro, morte ou sobrevivéncia do microcrustaceo,
possibilitando um estudo prévio de substancias com atividades promissoras (Merino
etal., 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como finalidade a realizacdo de um
estudo das melhores condicdes reacionais para obtencao do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-
5-il) metanol, caracteriza-lo por meio de técnicas espectrométricas e avaliar sua

toxicidade frente a Artemia salina.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral

Realizar um estudo das condi¢des reacionais para obtencao do (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol e avaliar sua toxicidade frente as larvas de Artemia salina

Leach.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a sintese da benzamidoxima a partir da benzonitrila;

e realizar a sintese do éster glicolato de etila;

e caracterizar o glicolato de etila a partir das técnicas espectroscépicas de |V,
RMN 'H e 13C;

e caracterizar a benzamidoxima a partir de técnicas espectroscépicas de |V,
RMN 'H e 13C;

e estudar a influéncia de diferentes parametros (quantidade e tipo de solvente
utilizado, espécie basica e a quantidade de reagentes) na obtencao do (3-fenil-
1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol;

e caracterizar o (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol a partir de técnicas
espectroscopicas de IV, RMN 'H e 13C; e

e avaliar a toxicidade do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol frente a Artemia

salina.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais, esses podem ser de origem mineral, vegetal e animal. De modo geral, a
producdo de substancias organicas conhecidas é feita pela natureza, todavia, é o
reino vegetal responsavel pela maior parcela da diversidade quimica conhecida e
registrada na literatura (Junior; Bolzani; Barreiro, 2006).

A utilizacao de produtos naturais é verificada em todas as civilizacées e foram
as primeiras manifestagdes terapéuticas usadas pelo homem, a histéria € marcada
por diversos relatos histéricos sobre plantas medicinais. O “Pai da Medicina”,
Hipécrates (460-377 a.C.), na Grécia antiga, relatou o uso de vegetais, vinhos e
bolores para tratamento e cura de doencas genitais. Galeno (129-199 a.C.),
considerado o fundador da farmacia, prescrevia produtos de origem natural para
dores de cabeca, epilepsia, asma, colicas, febre e até mesmo para estados
melancolicos (Moreira, 2013).

O homem primitivo por meio de observagdes, tentativas e casualidades
utilizavam fundamentalmente da natureza para se manterem e sobreviverem. Faziam
uso de plantas medicinais para o alivio de dores, tratar e curar doengas, mas também
observaram que diferentes vegetais apresentavam diferentes efeitos, muitas vezes
curavam, matavam ou produziam efeitos colaterais severos (Almeida, 2011).

Através das observacdes dos povos primitivos e a convivéncia, interagdo com
os diferentes grupos étnicos, pode-se adquirir um grande conhecimento do arsenal
quimico da natureza, que foi de grande valia para o desenvolvimento de pesquisas
em produtos naturais, o descobrimento de substancias com atividade bioldgica,
toxica, bem como a relagdo entre estrutura quimica de uma substancia e suas
propriedades biol6gicas (Junior; Bolzani; Barreiro, 2006).

Sendo assim, a natureza foi fonte de muitos modelos moleculares que
fundamentam estudos de relagdo estrutura-atividade (SAR) e inspiraram o
desenvolvimento da sintese orgénica (Oliveira, 2020).

3.2 Plantas Medicinais



As plantas, diferente dos animais, ndo possuem mobilidade para se
defenderem de insetos e nem sistema imunoldgico para se protegerem quando
acometidas por fungos e bactérias. Porém, a evolugdo dessas permitiu o
desenvolvimento de estratégias para sua sobrevivéncia, incluindo a produgédo de
substancias quimicas, os metabdlitos (Borges; Amorim, 2020).

Os metabdlitos sdo divididos em primario e secundario. Os metabdlitos
primarios sdo compostos que estdo presentes em todas as plantas e desempenham
funcdo essencial para manutencdo e sobrevivéncia dos vegetais, tais como
fotossintese, a respiracao e transporte de solutos, ja os metabdlitos secundarios séo
bastante especificos e atuam na interacdo das plantas com o meio ambiente. Além
disso, sdo usados como fontes terapéuticas no tratamento de diversas doencas
(Meyer et al., 2013).

Ha inumeros relatos que ilustram e caracterizam a descoberta e uso das
plantas medicinais como exemplo, os curares que eram drogas obtidas de diversas
espécies de Strychnos e Chondodendron americanas e africanas, bastante usadas
pelos indios para confeccionar flechas envenenadas utilizadas na caga e pesca. A
partir dessa droga, Boehm no século XIX isolou o principal componente ativo do
curare americano (Chondrodendron tomentosum), o metabdlito secundario, (+) -

tubocurarina, figura 01 (Junior; Bolzani; Barreiro, 2006).

Figura 01 - Estrutura da (+) — tubocurarina.
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Fonte: Junior; Bolzani; Barreiro, 2006.

Diversos metabdlitos secundarios sao utilizados na terapéutica, como a

vimblastina e a vincristina (figura 02) extraidos da Catharanthus roseus usados no



tratamento de leucemia, a saligenina e a salicilina (figura 03) isoladas da Filipendula
ulmaria e Salix alba, respectivamente. Estas substancias apresentam propriedades
anti-inflamatérias e analgésicas reconhecidas, 0 que levou a descoberta da aspirina
(Moreira, 2013).

Figura 02 - Estruturas das moléculas de vimblastina e vincristina.
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Fonte: Moreira, 2013.

Figura 03 - Estruturas das moléculas salicilina e saligelina.
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Fonte: Moreira, 2013.

Logo, a natureza por meio das plantas representa um verdadeiro arsenal de
substancias que contribuiram e contribuem constantemente na descoberta de novas
drogas capazes de tratar e curar doengas. A crise econdmica, a falta de acesso
adequado a assisténcia médica e farmacéutica, o alto custo dos medicamentos
industrializados, impulsiona os individuos a buscarem alternativas naturais. A area
cosmeética segue esse mesmo principio, a busca por ativos naturais e que apresentem
eficacia, seguranca e baixa toxicidade, a exemplo, temos o acido glicélico (Machado;
Moreno, 2020).



3.3 Acido Glicodlico

O 4&cido glicdlico é um alfa-hidroxiacido (AHA) encontrado em produtos
naturais, como a cana-de-acucar, beterraba, uva e abacaxi (Chavez; Dorea; Pinheiro,
2019). E a substancia de menor peso molecular (76,05 g/mol) entre os representantes
dessa categoria, possui férmula quimica C2H4Os. O acido glicélico (figura 04)
apresenta uma estrutura quimica denominada Acido 2-hidroxiacético (Cunha, 2016).

Figura 04 - Estrutura do acido glicdlico.
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Fonte: autoria propria, 2024.

O AHA é utilizado em diversos setores da tecnologia, a exemplo, na limpeza
de metais, producdo de adesivos, em polimeros biodegradaveis e na éarea
cosmetologica. Ademais, é presente também em fluidos biolégicos sendo utilizado
como diagndstico diferencial para sindrome de hiperoxallria - predispde a formacao
de calculo renal -. Essa sindrome apresenta dois tipos, | e Il. No tipo |, hd um aumento
de excrecao urinaria com concentracdes maiores de acido oxalico e glicélico (Gigante;
Pezza; Pezza, 2002).

Devido ao seu baixo peso molecular, o acido glicélico apresenta grandes
chances de penetracao na pele, possui alta solubilidade em agua e etanol, € o AHA
mais usado nas formulacées dermocosméticas tendo em vista que suas propriedades
nas praticas dermatoldgicas ja sdo bem estabelecidas (Centurido et al., 2021).

O acido glicdlico € bastante usado na area cosmética devido suas
propriedades de penetracao, ele apresenta boa absorcao nas diferentes camadas da
pele. E uma substancia usada em peeling quimico que tem como objetivo a reducio
do estrato cérneo, camada onde ficam alojadas as células mortas, e é responsavel
pela renovagéo da epiderme e atua diminuindo as linhas de expresséo (Cunha, 2016).

Quanto as aplicagdes clinicas do peeling quimico, vale destacar a renovagao
da pele, o tratamento de melasma, acne e verrugas. E utilizado também como um
agente clareador hidrofilico, aumentando a hidratacao, elasticidade, estimulando a
producéo de colageno, elastina e mucopolissacarideos, atua diminuindo o aspecto de
manchas hipercrédmicas, no geral, melhora a textura da pele (Henriques et al., 2007).



Frente a todos os beneficios desse composto, é necessario ter cuidados com
cosmeéticos que possuem essa substancia em sua formulagcao, em especial individuos
com pele sensivel. O &cido pode causar inchago, eritema, coceira, queimacao,
descoloracao da pele (Centurido et al., 2021).

3.4 Aspectos Gerais dos Oxadiazois

Os compostos heterociclicos sdo substancias organicas ciclicas que
apresentam em sua estrutura pelo menos um heteroatomo, e € um dos ramos mais
estudados da quimica medicinal. Em geral, os heteroatomos mais comuns sao
nitrogénio, oxigénio e enxofre (Barbosa; Aguiar, 2020). Os heteroatomos influenciam
diretamente na reatividade, interagbes entre os medicamentos e seu alvo, perfil
toxicologico, influéncia no metabolismo e farmacocinética (Bozorov; Zhao; Aisa,
2019).

Dentre as diversas estruturas que contém anéis heterociclicos, a classe dos
azois se destacam, s&o heterociclos que contém dois heteroatomos de nitrogénio no
anel, fornecendo importante efeito nas modificacbes estruturais e nas interacdes
biolégicas (Bozorov; Zhao; Aisa, 2019). Dentro dessa classe, destacam-se os
oxadiazois. Os oxadiazbis sdo heterociclos de cinco membros, sendo eles dois
atomos de nitrogénio, dois atomos de carbono e um de oxigénio. Apesar de
apresentarem duplas ligacées, estes compostos possuem baixo grau de
aromaticidade, sendo classificados como sistemas conjugados (Freitas et al., 2012).

Os oxadiazbis sdo organizados na forma de isdmeros constitucionais de
acordo com a posicao dos atomos de nitrogénio que sao eles 1,2,3-oxadiazol, 1,2,4-
oxadiazol, 1,2,5- oxadiazol e 1,3,4-oxadiazol, conforme esbocado na figura 05 (Costa;
Freitas; Freitas, 2018).

Figura 05 - Estrutura dos is6meros dos oxadiazéis.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Os 1,3,4-oxadiazéis apresentam uma grande aplicacdo em inUmeras areas,

como por exemplo, na descoberta de medicamentos, industria farmacéutica, materiais



cintilantes, somando a isso, apresentam também atividade biol6gica, como
antifangica, antibacteriana, antiinflamatéria, antiparasitaria. Quanto aos derivados de
1,2,5-oxadiazol, eles possuem propriedades citotdxicas e sao utilizados em materiais
de alta densidade de energia. Devido a instabilidade do 1,2,3-oxadiazol, este é o
isdbmero menos estudado (Biernacki et al., 2020).

3.5 Isbmero 1,2,4-oxadiazol

O isébmero 1,2,4-oxadiazol foi sintetizado pela primeira vez por Tiemann e
Kriger (1884), e devido a sua semelhanga com o anel furanico foi nomeado como
furodiazol. No entanto, o interesse por esse composto surgiu somente na década de
60, devido a sua capacidade de sofrer rearranjos moleculares e da descoberta e
comercializacao de farmacos que possuem esse isdbmero em sua estrutura, a citar,
oxolamina, libexina e irrigor, figura 06. A libexina e a oxolamina atuam como
antitussigeno e o irrigor como anestésico local e vasodilatador (Costa; Freitas; Freitas,
2018).

Figura 06 - Estrutura dos farmacos 1,2,4-oxadiazélicos comercializados.
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Fonte: autoria propria, 2024.

Quanto a obtencao do 1,2,4-oxadiazol, acreditava-se que somente por rotas
sintéticas era possivel obter esse isémero, porém, Carbone e colaboradores (2011)
isolaram do molusco Phidiana militaris as fidianidinas A e B, substancia com o nucleo
1,2,4-oxadiazol, figura 07, no qual apresentou elevada citotoxicidade in vitro contra
linhagens de células tumorais e ndo tumorais em mamiferos, desmistificando a ideia

de que sua obtencéao era apenas por meio de sintese.
Figura 07 - Composto oxadiazélico isolado do molusco Phidiana militaris.
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Fonte: Costa; Freitas; Freitas, 2018.

Com a descoberta que o 1,2,4-oxadiazol € obtido também de origem natural,
houve a necessidade de desenvolvimento de novas rotas sintéticas com a finalidade
de obter esse composto em altos rendimentos e em menor tempo reacional,
estimulando também pesquisas sobre suas aplica¢des (Freitas et al., 2012). Os 1,2,4-
oxadiazbis podem ser preparados por diferentes métodos, dentre eles o aquecimento
convencional, a irradiagao de micro-ondas e ultrassom (Regueira; Freitas; Filho,
2016).

Quanto as rotas de sinteses, as mais comuns para obter nucleos de 1,2,4-
oxadiazois sao a cicloadicao 1,3-dipolar de nitrilas a éxidos de nitrila e reacdes de
amidoximas com compostos carbonilicos como acidos carboxilico, cloretos acidos,
aldeidos, 2-cloro-2-oxoacetato ou ésteres (Galave et al., 2023).

A sintese de 1,2,4-oxadiazéis atraiu a atencdo de cientistas devido as suas
propriedades, atividades e caracteristicas. Eles apresentam uma ampla diversidade
de bioatividades, a citar antimicrobiana, antifungica, antimalarica, anticancer, antiviral
e antiparasitario (Galave et al., 2023). Somando a isso, possuem atividade na quimica
de materiais, apresentando propriedades fotoluminescentes (Regueira; Freitas; Filho,
2016).

3.5 Artemia salina

Os estudos toxicoldgicos avaliam o efeito de substancias em organismos vivos,
logo, os testes de toxicidade possuem como objetivo analisar e determinar a poténcia
de novos produtos e substancias toxicas nos sistemas biolégicos e averiguar a sua
toxicidade. Esses testes séo realizados para mensurar a toxicidade e categorizar as
substancias de acordo com seu potencial de toxicidade e letalidade, porém, para
determinar isso € bastante relativo, tendo em vista que depende de fatores como
dosagem e individualidades de cada individuo (Bueno; Piovezan, 2015).

No desenvolvimento de farmacos é indispensavel a realizagédo de estudos
toxicolégicos ndo-clinicos, visto que antecipam riscos, reduzindo efeitos adversos e
severos ao ser humano. Esses estudos podem ser realizados através de testes in
vitro e in vivo. Com o emprego de novas tecnologias no campo cientifico, os testes in
vitro tém ganhado bastante atencdo em decorréncia da reducao do numero de

animais utilizados na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (Silva et al.,



2021). Apesar disso, sao os testes in vivo que fornecem informac6es mais precisas
sobre a seguranca e eficacia dos novos farmacos (Bednarczuk et al., 2010).

Sabendo disso, um dos meétodos alternativos in vitro usado para realizar a
triagem toxicoldgica de substancias é o método que utiliza o microcrustaceo Artemia
salina. A Artemia salina é um microcrustaceo da ordem Anostraca, vive em aguas
salgadas e é utilizado na alimentagdo de peixes e camardes devido ao seu valor
nutritivo (Bednarczuk et al., 2010).

O inicio do ciclo da Artemia salina é marcado pela eclosédo de cistos dormentes,
que sdo embrides encapsulados inativos, esses cistos podem ficar por muito tempo
em local seco. A eclosédo dos cistos das artémias acontecem em um ambiente de
agua salina, apos a hidratagcdo e com algumas horas, o embrido presente no interior
do cisto rompe a membrana e nasce uma larva nauplio livre nadante, figura 08,
utilizada nos ensaios de toxicidade de muitos compostos bioativos (Mayorga et al.,
2010).

Figura 08 - Larva nauplio livre de artémia.

Fonte: autoria propria, 2024.

Sendo assim, os nauplios de artémia sao bastante utilizados nos testes de
toxicidade aguda, devido sua sensibilidade quando comparado com artémias adultas
(Trompeta et al,, 2019). Além disso, esse microcrustaceo € utilizado em estudos
toxicologicos preliminares devido ao seu baixo custo, simplicidade de manuseio e
sensibilidade (Monteiro, 2021). E utilizado nos ensaios de letalidade com a finalidade
de estimar a concentracdo média letal (CLso) (Okumu et al., 2021). A letalidade deste
microcrustaceo tem sido utilizada para identificacao de resposta bioldgica, tendo em
vista que faz uso apenas do parametro morte ou vida (Meyer et al., 1982).



Logo, a Artemia salina tem sido utilizada em diferentes bioensaios de
toxicidade aguda, a exemplo, farmacos sintéticos (Saetama et al., 2018); compostos
heterociclicos (Ahmed et al.,, 2016), nanoparticulas (Zhu et al, 2018); extratos
naturais e complexos metélicos (Carvalho et al., 2017).

O curto ciclo de vida, a facilidade de cultivo, a disponibilidade comercial dos
cistos, baixo custo, seguranca, ndo ha necessidade de alimentacao durante o ensaio,
o emprego de uma pequena quantidade do agente testado, todos esses beneficios
fazem da Artemia salina um organismo modelo popular nos testes toxicolégicos
preliminares (Banti; Hadjikakou, 2021).



4 METODOLOGIA

4.1 Local de pesquisa

A sintese e purificacdo do composto foram realizadas no Laboratério de
Sintese Organica e Quimica Medicinal (LASOQUIM), e os bioensaios toxicolégicos
frente as larvas de artémias foram realizadas no Laboratério de Pesquisas em
Educacao Quimica (LAPEQ), ambos localizados no Centro de Educacao e Saude da
Universidade Federal de Campina Grande (CES-UFCG), campus Cuité-PB. No
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco
(DQF-UFPE), foram realizadas as analises espectroscépicas, caracterizacdo do
composto.

4.2 Materiais utilizados e Equipamentos

No desenvolvimento da pesquisa foram utilizados reagentes e solventes
adquiridos dos fornecedores, Aldrich, Neon, Dinamica, Cinética e Vetec. Os solventes
hexano e acetato de etila passaram por uma destilacdo adicional, para garantir a
retirada de qualquer impureza.

O processo de purificagdo do composto foi realizado em uma coluna da marca
Vigreux. As reacbes foram acompanhadas por meio da cromatografia em camada
delgada (CCD), empregando placas de silica-gel que apresentam indicador
fluorescente F254 e sucessivamente revelados sob a luz ultravioleta.

Ademais, foi utilizado uma balanga analitica Fineo, o banho ultrassénico da
marca SotidSteel, o banho ultratermostatico da Solab modelo SL 152 e a chapa de
agitacado Fisatom modelo 754A. Apo6s o término das reacdes, os solventes seréo
removidos através de um rotaevaporador da Bichi Rotavapor modelo R-114
conectado a uma bomba de vacuo modelo KNF Neuberger, e o solvente residual
removido por meio de uma bomba de alto vacuo da Edwards modelo RV3. Quanto
aos materiais, foram usados béquer, espatulas, erlenmeyer, agitador magnético,
baldo de fundo redondo, vidro de penicilina, pinca, seringa, sistema revelador.

4.3 Procedimento de sintese da benzamidoxima



A sintese das benzamidoxima foi baseada na metodologia desenvolvida por
Barros e colaboradores (2011), com algumas alteragdes. Inicialmente, com ajuda de
uma seringa, pesou-se a benzonitrila (515,2 mg; 5,0 mmol), esse reagente foi
adicionado a um balédo de fundo redondo com capacidade de 50 mL e adicionou 12,5
mL de etanol a 98% para dissolver a nitrila.

Em seguida, pesou o cloridrato de hidroxilamina (1042,5 mg; 15 mmol),
carbonato de potassio (1036,5 mg; 7,5 mmol) e foram dissolvidos em 12,5 mL de agua
destilada a temperatura ambiente, essa mistura foi transferida para o baldao que
continha a nitrila. Essa mistura reacional foi colocada em banho ultrassénico por 60
min e temperatura de 55+5°C.

A reacédo foi acompanhada e seu término comprovado por cromatografia de
camada delgada (CCD), utilizando o sistema de eluicdo acetato de etila:hexano nas
propor¢cdes 60:40, respectivamente, até o consumo total da benzonitrila. Apdés o
término da reacdo, a mistura reacional foi concentrada por evaporacao rotativa sob
pressao reduzida, onde formard um sistema bifasico. A benzamidoxima obtida foi
extraida do meio aquoso com acetato de etila (3 x 10 mL), a fase organica separada
e seca com Na2SQys, agente secante. Sequencialmente, a fase organica foi filtrada, o
solvente removido sob pressdo reduzida e a cristalizacdo utilizando

cloroférmio:hexano (90:10), respectivamente.

4.4 Procedimento de sintese do glicolato de etila

Adicionou-se 25 mL de etanol em um balédo de fundo redondo com duas bocas
com capacidade de 30 mL, em seguida, colocou 0,9 mL de &cido glicélico e 0,3 mL
de acido sulfarico. Essa mistura reacional foi colocada em banho ultratermostatico a
78°C, por aproximadamente 60 minutos. A reagao foi acompanhada por cromatografia
de camada delgada, utilizando acetato de etila como sistema eluente e permanganato
de potassio como sistema revelador, tendo em vista que o éster ndo é visivel na
camara de ultravioleta.

Ap6és reagir, a mistura reacional foi concentrada por evaporacéao rotativa sob
pressao reduzida e feito extracédo. O éster sera extraido do meio aquoso com acetato
de etila (4 x 10 mL), a fase organica separada e seca com sulfato de sédio anidro.

Posteriormente foi filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida.



4.5 Procedimento de sintese do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se a benzamidoxima (4,0 mmol),
4,0 mmol de hidréxido de sddio (NaOH), 3 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 2,0 mmol
de glicolato de etila. Essa mistura reacional foi submetida a agitagdo magnética em
temperatura ambiente durante 5 minutos. A reag&o foi acompanhada e seu término
comprovado por cromatografia de camada delgada (CCD) em sistema de eluigcao
acetato de etila:hexano (6:4), respectivamente, até o consumo total do glicolato de
etila.

Em seguida, realizou-se a extracdo com acetato de etila (4 x 10 mL), a fase
organica separada e seca com sulfato de sédio anidro (Na=2SOa), agente secante.
Posteriormente, a fase orgéanica foi filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida.

O residuo da evaporacao foi purificado através da coluna cromatografica
liqguida em silica, utilizando como fase estacionaria a silica e fase mével sistemas
hexano:acetato de etila em diferentes proporcées. Seguidamente foi levado ao
rotaevaporador para retirada do solvente e obtengcdo do produto puro, (3-fenil-1,2,4-

oxadiazol-5-il) metanol.

4.6 Bioensaio toxicologico frente as larvas de Artemia salina Leach

O bioensaio toxicoldégico com Artemia salina Leach foi realizado baseado na
metodologia descrita por Meyer et al. (1982). Inicialmente, foi necessario preparar
uma solucgao salina a partir de 19 g de sal marinho em 500 mL de agua destilada em
pH entre 8 e 9, essa solugdo é necesséria para que as larvas eclodam.

Em um recipiente de vidro retangular com uma diviséria contendo furos,
formando assim dois lados, adicionou-se a solucao salina. Em um dos lados do
recipiente foi colocado os cistos de artémia, em seguida cobertos, e submetido a
iluminacao artificial por um periodo de 24 horas, com o objetivo de os cistos eclodirem.
Apoés eclodirem, os nauplios sédo atraidos pela luz devido ao efeito de fototropismo e
atravessam a diviséria, facilitando a coleta e transferéncia para os tubos de ensaio. A
transferéncia foi realizada com auxilio de uma pipeta de Pasteur, sendo 10 artémias
para cada tubo.



Para iniciar os testes, foi necessario realizar o teste de solubilidade com uma
pequena quantidade do composto, 0,1 g da substancia para 0,1 mL do solvente, essa
quantidade foi adicionada a um eppendorf com 0,1 mL de solugéo salina. O primeiro
teste seré realizado com o dimetilsulféxido (DMSO).

As artémias foram submetidas a controle positivo e negativo. No controle
positivo, foi utilizado uma solugdo de benzamidoxima com 100 pg/mL de
concentragao, visando matar todas as larvas. Para o controle negativo, foi usado uma
solucao com 0,1 mL de dimetilsulféxido (DMSQO), a fim de obter resultados sobre sua
toxicidade.

Apés 24 horas de incubacao, os cistos eclodirem, as larvas foram transferidas
e agrupadas 10 em cada tubo, incluindo o controle. Todos os testes foram realizados
em triplicata. Inicialmente, foi preparada uma solucéo estoque de concentragéo 2000
pg/mL, obtida a partir da dissolu¢ao de 20 mg do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol
em 10 mL de solucao salina, com adicdo de 0,1 mL do co-solvente dimetilsulféxido
(DMSO). Os nauplios foram expostos inicialmente as seguintes concentragdes, 1000
pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, apds adicionar essas concentragdes,
adicionou-se solugao salina até completar um volume de 2,5 mL.

Posterior as 24 horas, foi realizada a contagem das artémias vivas e mortas,
com o intuito de obter concentragdes capazes de matar 5% e 95% dos individuos
testados, aléem de determinar novas concentragdes situadas entre estes dois pontos.

Apés a realizacado de todos os testes, realizou-se a analise estatistica para
obtencao dos valores estimados da concentracao letal para matar 50% das larvas
(CL50), na qual sera utilizado o software POLO-PC (Copyright LeOra Software 1987).



5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Inicialmente, foi realizado a sintese da benzamidoxima utilizando o método
descrito por Barros et al., (2011) com algumas modificacées. Esse método foi
escolhido divido a sua eficiéncia e rapidez, uma vez que a benzonitrila reagi com o
cloridrato de hidroxilamina em meio basico (carbonato de potéassio) e hidroetandlico
(H20:EtOH) sob irradiacdo de ultrassom, conforme descrito no esquema 01. O
carbonato de potassio adicionado aos reagentes dissolvidos no meio hidroetandlico,
proporciona a liberagdo da hidroxilamina, a qual atua como nucledfilo, permitindo que
o atomo de nitrogénio da hidroxilamina ataque o carbono da nitrila, formando a

benzamidoxima.

Esquema 01 - Reacao de sintese da benzamidoxima.
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Fonte: autoria propria, 2024.

A benzamidoxima foi obtida na forma de um solido cristalino com um
rendimento de 72%, com ponto de fusdo entre 78-79 °C, valor esse, préximo ao
relatado por Andrade, Freitas Filho e Freitas (2016), que sintetizou uma série de
amidoximas utilizando a metodologia de ultrassom com rendimento entre 40 e 93%
de rendimento.

A benzamidoxima foi caracterizada por técnicas espectroscépicas, a saber, IV
e RMN de 'H e RMN '3C. Através da andlise do espectro de IV, realizado em pastilha
KBr (figura 09) foi possivel observar banda em 3445 cm-' referente a ligagao (vN-H);
3350 cm™ (vN-H); 3207 cm™ (vO-H) 1639 cm™ (vC=N); 1578 cm™' (vC=C). Essas
bandas indicam a formagao do produto desejado, adicionalmente n&o foi observado
a presenca da banda de estiramento da ligagdo C=N na faixa de 2.150 a 2.250 cm™',
0 que comprova que a benzonitrila, reagente de partida, foi todo transformado em
benzamidoxima.



Figura 09 - Espectro de infravermelho (IV) (Pastilha KBr) da benzamidoxima.
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Fonte: autoria propria, 2024.

A benzamidoxima também foi caracterizada por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e ressonancia magnética nuclear de carbono-13
(RMN de '3C). Nessa perspectiva, no espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz), da
benzamidoxima esbog¢ado na figura 10, observa-se a presenca de quatro sinais que
condiz com a quantidade de hidrogénios quimicamente diferentes na estrutura do
composto. Somando a isso, revela que o somatério das integrais sobre cada sinal foi
igual a oito, valor esse correspondente ao numero total de hidrogénio que a
substancia possui.

O sinal em 9,63 ppm é um simpleto referente ao hidrogénio acido (H-1) do
grupo isonitroso (NOH). Os sinais entre 7,69 e 7,66 ppm, revela um multipleto com
integral igual a dois e os sinais entre 7,37 € 7,36 ppm também é um multipleto com
integral igual a 3, esses sinais correspondem aos hidrogénios do anel aromético, e
sofrem o efeito anisotrépico do sistema 1 (pi). Outro sinal que merece destaque é o
simpleto que aparece em 5,80 ppm, atribuido aos hidrogénios (H-2) do grupo (NH2).




Figura 30 - Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) da benzamidoxima.
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Fonte: autoria propria, 2024.

Analisando o espectro de RMN '3C da benzamidoxima (figura 11), constatou-
se a presencga de cinco sinais, valor esse correspondente a0 mesmo numero de
carbonos quimicamente diferentes que a substéncia possui. O sinal 150,6 ppm ao
carbono C-1, por estar diretamente ligado a dois &tomos de nitrogénio que o
desblindam e desloca seu sinal para uma regido de campo baixo. O sinal em 133,7
ppm é referente ao C-2. Os sinais em 128,6, 127,6 e 125,3 ppm foram atribuidos aos
C-5, C-4 e C-3, respectivamente, sdo carbonos aromaticos que sofrem o efeito
anisotropico do sistema 1 (pi). Os sinais de C-3 e C4 ¢é gerado por dois carbonos
quimicamente equivalentes, que aumentam a intensidade do sinal.




Figura 11 - Espectro RMN 13C (100 MHz, CDCI3) da benzamidoxima.
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Fonte: autoria propria, 2024.

Posteriormente a sintese da benzamidoxima, sintetizou-se o éster glicolato de
etila. A obtencdo desse composto se da pela reacdo de esterificacdo do acido
glicélico. O catalisador utilizado foi o acido sulfurico concentrado, objetivando deslocar
o equilibrio no sentido dos produtos, diminuindo o tempo reacional. O etanol foi
utilizado como nucledfilo, devido seu baixo custo, baixa toxicidade e facil aquisicao
(Cardoso, 2015) conforme descrito no esquema 02.

Esquema 02 - Reacao de sintese do glicolato de etila.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

O glicolato de etila foi obtido na forma de um liquido amarelado com um

rendimento de 74%, apds 60 minutos sob o banho ultratermostatico com temperatura
entre 78 e 80°C.




Apbs a sintese do composto, o mesmo foi caracterizado pelas técnicas
espectroscopicas de IV, RMN de 'H e RMN de '3C. Por meio do espectro de IV (figura
12), pode-se observar a banda em 3.418 cm' referente a deformacéo axial da ligagao
O-H, em contrapartida, ha a auséncia da banda larga entre 3.400 e 2.400 cm™! da
ligacdo O-H referente ao grupo acido carboxilico, comprovando que a reacao de
esterificacdo ocorreu. Ademais, as bandas em 1.746 e 1.230 cm™' sdo referentes as
deformacdes axial e angular, respectivamente, da carbonila (C=0). Outra banda que
merece destaque, é a em 1.100 cm™' que é referente a deformacéo axial da ligacéo
C-0O, confirmando a conversao da funcao acido carboxilico para funcao éster.

Figura 12 - Espectro de IV do glicolato de etila.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Quanto ao espectro de RMN 'H do glicolato de etila (Figura 13), pode-se
observar a presenca de quatro sinais, 0s quais correspondem ao numero de
hidrogénios quimicamente diferentes presente no composto. Revela também que o
somatorio das integrais é igual a oito, valor esse correspondente ao numero total de
hidrogénio que a substancia possui. O sinal em 4,29 ppm, com multiplicidade do tipo
quarteto, foi atribuido ao hidrogénio H-3, esse sinal revela que a reacdo de
esterificacdo aconteceu. O sinal em 4,15 é do tipo dupleto é referente ao H-2. O sinal



em 2,56 é do tipo tripleto e é referente ao hidrogénio da hidroxila. O sinal em 1,31

ppm, do tipo tripleto, foi atribuido ao H-4, que confirma a entrada do grupo etila.

Figura 13 - Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) do glicolato de etila.
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Fonte: autoria propria, 2024.

Analisando o espectro de RMN '3C do glicolato de etila (Figura 14), constatou-
se que ha quatro sinais, os quais remetem os quatro carbonos quimicamente
diferentes presentes na estrutura. O sinal em 173,1 ppm ¢é referente ao carbono
carbonilico (C=0), devido ele esta ligado diretamente ao atomo eletronegativo, sofrer
efeito anisotropico da ligacdo dupla e ter hibridizacao sp2, por esses motivos, ele
apresenta alta frequéncia. Os sinais em 61,3 e 60,6 ppm foram atribuidos aos
carbonos C-1 e C-3, respectivamente. O sinal em 14,1 ppm é referente ao C-4 que é

o carbono mais blindado e por isso apresenta baixa frequéncia.



Figura 14 - Espectro de RMN 13C (CDCI3, 400 MHz) do glicolato de etila.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Nesse sentido, apds a sintese e caracterizacdo dos reagentes de partida, a
benzamidoxima e o glicolato de etila, partiu-se para o estudo das condicdes
reacionais para a obtencédo do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol, no qual foram
avaliadas as seguintes condi¢des reacionais: tipo e quantidade de solvente, espécie
basica e quantidade de reagentes, conforme o esquema 03.

Esquema 03 - Reacao de sintese do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol com diferentes
condicOes reacionais.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Diante disso, o primeiro parametro estudado foi a quantidade e tipo de espécie
basica empregada na sintese do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol, onde foram
avaliados o carbonato de potassio (K2COs) e o hidroxido de sédio (NaOH). A partir

disso, os resultados encontram-se na tabela 01.




Tabela 01 - Influéncia de parametros na sintese do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol.

Experimentos Base Solvente Quantidade Quantidade Quantidade Tempo
Base solvente Ester
1 KoCOs3 DMF 0,6 mg 1,0 mL 0,6 mg -
2 Na2COs DMF 0,9 mg 2,0 mL 0,6 mg -
3 K>Cos DMSO 0,9 mg 2,0 mL 0,9 mg -
4 NaOH DMF 0,6 mg 1,0 mL 0,6 mg -
5 NaOH DMF 0,9 mg 2,0 mL 0,6 mg -
6 NaOH DMF 0,9 mg 2,0 mL 0,9 mg -
7 NaOH DMSO 0,9 mg 2,0 mL 0,6 mg 17 min
8 NaOH DMSO 0,9 mg 2,0 mL 0,9 mg 5 min

Fonte: autoria prépria, 2024.

De acordo com a tabela 01, pode-se observar que a utilizacdo de espécies
basicas com menores valores de pH, o carbonato de potassio sodio, ndo levaram a
formacao do produto desejado.

Em contrapartida, a utilizagdo de uma espécie basica com um valor maior de
pH, o hidréxido de sbdio, levou a formacado do produto de interesse. Logo, foi a
espécie basica escolhida na sintese do composto de interesse.

Testou-se os solventes dimetilsulfoxido e dimetilformamida para analisar qual
melhor conduziria a reagao, a utilizagdo do DMF n&o levou a formagédo do composto.
Sendo assim, o solvente de escolha foi o DMSO.

Apés a descoberta da espécie basica e do solvente que melhores conduziriam
a reacao, testou-se quantidades da espécie basica, solvente e reagente, sendo as
maiores quantidades as melhores. Frente aos resultados obtidos na tabela 01, as
melhores condicdes foram o hidréxido de sédio como base, DMSO como solvente e
0,9 mg de base, 2 mL de solvente e 0,9 mg do éster.

Posterior os testes de melhores condi¢cdes sintéticas, o (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol foi sintetizado e obtido na forma de um sdlido cristalino com
rendimento de 56%. Esse resultado foi semelhante ao encontrado por Freitas et al.,
(2021), que sintetizou uma série de 1,2,4-oxadiazb6is e encontrou rendimentos entre
50 e 70%.

Em seguida, apds a realizacdo do estudo das condi¢cdes reacionais, foi
realizada a purificagdo do composto (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-i) metanol. A
purificacdo desse composto foi realizada em coluna cromatogréafica, no qual foi
utilizado silica como fase estacionaria e foi feito um sistema de solventes

(hexano:acetato de etila) para ser utilizado como fase mével.



Inicialmente foi feito um sistema 49:1, sendo a maior proporcao de hexano e a
menor de acetato de etila. Em seguida, foi aumento a polaridade dos sistemas, logo,
foram passados os seguintes sistemas: 47:3; 45:5; 42,5:7,5; 41:9. A passagem
desses sistemas foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada. O
produto de interesse saiu na proporcao 41:9. A amostra foi colocada sob pressao
reduzida para retirada do solvente, deixando apenas o produto puro, (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol.

Uma vez sintetizado e purificado, o composto (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)
metanol foi caracterizado e sua estrutura confirmada pelas técnicas espectroscépicas
de IV, RMN de 'H e '3C. No infravermelho (Pastilha de KBr), (figura 15), principais

bandas de vibracao 3294; 3163; 2916; 2834; 1595; 1560; 1444; 1375; 1278; 1072;
879 cm-.

Figura 15 - Espectro de IV do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Analisando o espectro de RMN de 'H (CDCLs, 300 MHz) do (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol, figura 16, podemos observar que o somatério das integrais é
igual a oito, que corresponde ao numero de hidrogénios presente na molécula.
Apresenta também cinco picos, que corresponde ao numero de hidrogénios
quimicamente diferentes. Os sinais entre 8,071 e 7,454 possuem integral igual a 5,



esses sinais correspondem aos hidrogénios do anel aromético, e sofrem efeito
anisotropico do sistema 1 (pi). O sinal em 4,97 corresponde ao (H-4) e o sinal em
3,47 é atribuido ao hidrogénio da hidroxila (H-5).

Figura 16 - Espectro de RMN de 1H do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Observando o espectro de RMN '3C (CDCls, 100 MHz) do (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol (figura 17), constatou-se a presencga de sete sinais, valor esse
correspondente ao mesmo numero de carbonos quimicamente diferentes que a
substancia possui. O sinal em 178,2 ppm corresponde ao carbono C-5, por estar
diretamente ligado a dois atomos de nitrogénio que o desblindam e desloca seu sinal
para uma regidao de campo baixo. O sinal em 168,1 ppm é referente ao C-6 que
também é bem desblindado por estar diretamente ligado aos atomos de nitrogénio e
oxigénio. Os sinais em 131,4; 129,0; 127,4 e 126,1 ppm foram atribuidos aos C-1, C-
2, C-3 e C-4, respectivamente, sdo carbonos aromaticos que sofrem o efeito

anisotropico do sistema 1 (pi). O sinal em 56,52 foi atribuido ao C-7.



Figura 17 - Espectro de RMN de 13C do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol.
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Fonte: autoria propria, 2024.

Depois de caracterizado, o (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol foi submetido
ao bioensaio toxicolégico com Artemia salina, objetivando avaliar sua toxicidade. Os
testes foram realizados com concentracdes entre 100 e 1000 ppm, conforme tabela
2.

Para realizacdo dos testes, os cistos de artémia foram incubados em um
recipiente de vidro retangular com uma diviséria com furos sob iluminagao sintética,
onde foi adicionado uma solucdo salina que continha 19 gramas de sal marinho
dissolvida em 500 mL de 4gua destilada durante 24 horas. Apds esse tempo, 0s cistos
eclodiram. Em seguida, preparou-se uma solucéo estoque de 2000 pug/mL, seguindo
a metodologia de Meyer et al.,, (1982), no qual utilizou 20 mg do (3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il) metanol, dissolveu em 0,1 mL de DMSO e aproximadamente 10 mL de
solugéo salina. Realizou a transferéncia de 10 artérias para cada tubo e adicionou as
concentragoes.

E importante ressaltar que foram realizados teste de controle positivo, no qual
a solucao de 100 ppm contento benzamidoxima foi capaz de matar todas as artémias,
comprovando que ndo foram utilizadas artémias resistentes, quanto ao controle
negativo, foi utilizado uma solugéo contendo o solvente DMSO (0,1 mL), nao resultou

em morte de nenhuma delas, comprovando que o solvente utilizado para solubilizar o



composto ndo apresenta toxicidade, logo, todos os resultados obtidos é referente ao

(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol.

Tabela 02 - Contagem das artémias

Concentracao da Artémias vivas % de artémias mortas
substancia testada
(ppm)
1000 0 100%
500 0 100%
250 0 100%
230 0 100%
220 0 100%
200 0 100%
180 2 93%
179 3 90%
177 8 73%
175 13 57%
172 18 40%
170 20 33%
168 21 30%
165 22 27%
161 23 23%
160 24 20%
158 25 17%
155 26 13%
150 27 10%
125 28 7%
100 29 4%

Fonte: autoria propria, 2024.

A partir dos dados obtidos na tabela 02, foi possivel montar o grafico 01.
Através do programa POLO-PC (Copyright Le Ora Software 1987) foi possivel
determinar a concentragao letal para matar 50% dos individuos (CLso). Sendo assim,
a CLsodo (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol foi de 172,23 ug/mL com desvio padrao
de £ 1,19 ug/mL, limite inferior de 171,04 ug/mL e superior 173,42 ug/mL, tendo como
intervalo de confianca de 95%.

Segundo Merino et al., (2015), as amostras com CLso maiores de 1000 pg/mL
apresentam baixa toxicidade, concentracdes entre 500 e 100 pg/mL sao consideradas
moderadamente téxicas e inferiores a 100 pg/mL sdo altamente toxicas. Diante do
exposto, o (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol possui toxicidade moderada frente ao
bioensaio de toxicidade realizado com Artemia salina Leach, tendo em vista que
apresentou CLsode 172,23 ug/mL, apresentando potencial para atividade biolégica.



Grafico 01 - Resultado do bioensaio toxicologico com Artemia salina.
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Fonte: autoria propria, 2024.

Outrossim, os autores Freitas et al, (2021) relatam que compostos que
apresentam toxicidade frente a Artemia salina possuem correlagcdo com atividades
citotdéxicas contra tumores humanos. Tendo em vista que em (1998) McLaughlin,
Roger e Anderson evidenciaram que este bioensaio levou a descoberta de uma nova
classe de agentes antitumorais ativos (Annonaceous acetogenins). Este bioensaio
levou a descoberta de atividade contra o protozoario causador da doencga de chagas,
Trypanosoma cruzi, além de atividade antifungica, virucida e antimicrobiana.

Somando a isso, um estudo realizado por Mesquita et al, (2015) testou
extratos para avaliar a atividade citotdxica frente os microcrustaceos de artémia e os
resultados obtidos indicam que o género Ferdinandusa apresenta grande potencial
de toxicidade. Sabendo disso, realizou-se um comparativo das ClLso dos extratos
desse género e pode-se observar um grande potencial de toxicidade no extrato
metandlico de F. goudotiana com (CLso = 5 ug mL"), seguido do extrato metandlico
de F. hirsuta(CLso= 67,91 pg mL7"). Os extratos diclorometanicos de F.
goudotiana (CLso = 376,11 pg mL"), F. hirsuta (ClLso= 174,17 ug mL") e F.
paraensis (CLso = 158,61 pg mL") apresentaram atividade moderada.

Diante desses resultados Mesquita et al., (2015) ressalta que o bioensaio de
Artemia salina € o primeiro teste em busca de substancias com atividade antitumoral



e a necessidade da realizacdo de outros ensaios para avaliar esse potencial, além de

ensaios pré-clinicos em animais.



6 CONCLUSAO

Diante do exposto, foi realizado a sintese e caracterizacdo dos reagentes
necessarios para sintese do composto de interesse, a benzamidoxima e o glicolato
de etila, que foram obtidos com os rendimentos de 72 e 74%, respectivamente. A
partir desses reagentes, foi possivel a sintese do (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)
metanol.

Somando a isso, realizou-se testes para avaliar as melhores condicdes
reacionais na sintese do composto, no qual a melhor espécie basica foi o hidréxido
de sddio, o DMSO o solvente e quantidades de 0,9 mg da base, 2 mL do solvente e
0,9 mg do éster. Apos a sintese e purificacdo, o (3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol
foi obtido com um rendimento de 56% na forma de um sélido cristalino, além disso,
pode-se confirmar que o composto desejado foi obtido através das anadlises
espectroscdpicas.

O ensaio de toxicidade utilizando a Artemia salina demonstrou que o (3-fenil-
1,2,4-oxadiazol-5-il) metanol apresentou CLso igual a 172,23 ug/mL com intervalo de
confianca de 95%, apontando que o composto apresenta toxicidade moderada.
Sendo assim, esse bioensaio toxicoldgico foi um estudo preliminar de toxicidade do
composto sintetizado.

Logo, é de suma importancia o aprofundamento de estudos acerca desse
composto, tendo em vista a quantidade de estudos que relatam as atividades dos

1,2,4-oxadiazdis e seu potencial frente a diversos problemas de saude.
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