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Resumo: As amidoximas são uma classe de compostos muito importantes, uma vez que sua 

aplicabilidade é diversa nos mais variados campos do conhecimento. Especificamente, a 

benzamidoxima possui importantes atividades biológicas, tais como: hipotensivsas, tripanossomicidas 

e tuberculostáticas. Desse modo, o trabalho apresentou como objetivo sintetizar um derivado da 

benzamidoxima, a 4-metilbenzamidoxima, e avaliar a sua toxicidade utilizando 

o microcrustáceo Artemia salina Leach. A 4-metilbenzamidoxima foi sintetizada a partir da reação 

entre a benzonitrila e cloridrato de hidroxilamina em meio hidroetanólico, posteriormente foi 

caracterizada pelas técnicas espectroscópicas de IV e RMN 1H e 13C, enquanto que a CL50 das 

artêmias foi determinada através do software POLO-PC. Como resultado, a 4-metilbenzamidoxima foi 

obtida em bom rendimento, na forma de um sólido cristalino, caracterizada e a CL50 encontrada 

através do software POLO-PC, com 95% de confiança, foi de 18,553 μg/mL, o que é uma elevada 

toxicidade. Desta forma, é de extrema importância conhecer não só as propriedades biológicas dos 

produtos sintéticos, mas também os seus respectivos potenciais tóxicos para que se possa aplicá-los de 

modo seguro. Diante do exposto, a atividade citotóxica positiva encontrada poderá funcionar como 

uma pré-avaliação para substâncias com potenciais farmacológicos e serem utilizadas em estudos de 

modificação estrutural para serem possíveis pró-fármacos. 
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Introdução 

As amidoximas são compostos muito versáteis, uma vez que sua aplicabilidade é 

ampla. Possuem fórmula geral RC(=NOH)NH2, onde R pode ser um grupo alquila, um 

hidrogênio ou um grupo arila. A síntese da primeira amidoxima foi realizada por Lossen e 

Schifferdecher em 1873, onde a nomearam de “isuretin”. Entretanto, apenas em 1884 o termo 

amidoxima foi utilizado, com a síntese da mandelamidoxima e benzomidoxima por Tiemann 

e Kruger (1884). A importância das amidoximas e seus derivados são indiscutíveis, pois são 

utilizadas em diversas áreas, principalmente na química sintética, agindo como intermediários 

para síntese de compostos heterocíclicos, por exemplo: os imidazois (TANG, et al., 2014), 

oxadiazóis (BARROS, et al., 2014), benzamidazois (ZHU, et al., 2012), dentre outros (ADIB, 

et al., 2010; XU, et al., 2015). 
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As atividades biológicas e farmacológicas das amidoximas são amplamente descritas 

pela literatura, onde podem atuar como: antimicrobiano (NINGAIAH, et al., 2013; 

SAULTER, et al., 2005), fungicida (RHEINHEIME, et al., 2000;), antimalárico ( 

QUATTARA, et al., 2009; QUATTARA, et al., 2009), antioxidante (NINGAIAH, et al., 

2013), analgésico (ABELE, LUKEVICS, 2001;), anti-helmíntico (FYLAKTAKDOU, et al., 

2008), dentre outras aplicações. As amidoximas são utilizadas como precursores das 

amidinas, empregadas como pró-droga destes compostos (Rahmathullah, et al., 2008). Boykin 

(2002) relatou o uso de amidoximas como pró-farmacos das amidimas sendo administradas 

oralmente, apresentam uma potente atividade antimicrobiana, particularmente a bis- O-

 metilamidoxima, que em 2002 já estava em ensaios clínicos de Fase II. Além disso, 

derivados de amidoximas contendo ácidos dicarboxílicos foram patenteados, pois 

comportaram-se como potenciais agentes terapêuticos e profiláticos contra o câncer, 

pneumonia por Pneumocystis carinii, dentre outros (CLEMENT, et al., 2013; CLEMENT, et 

al., 2013).  

Estas também atuam como agente quelante formando complexos com vários metais 

em solução, desempenhando inúmeras aplicações industriais, como por exemplo: Na remoção 

e recuperação de diferentes íons metálicos em solução aquosa (LIU, et al., 2011; LIN, LU, 

ZENG, 1993; HAZER, KARTAL, 2010), na adsorção e armazenamento de CO2
 (MAHURIN, 

et al., 2014), na preparação de biosensor de H2
 (ZHANG, et al., 2012), dentre outros. Dentre 

às amidoximas, destaca-se a benzamidoxima. Algumas atividades da benzamidoxima podem 

ser citadas, tais como: antitripanossomicidas, tuberculostáticas e hipotensivas (LOPES et al., 

2005). Mesmo comprovada a importância dessas subtâncias, após averiguação em algumas 

plataformas de pesquisa tais como: Scielo e Web of Science, não foi encontrado relatos do 

ensaio de toxicidade da 4-metilbenzamidoxima frente à Artemia salina. 

O uso da mortalidade de organismos simples tem sido bastante aproveitado para o 

supervisionamento de uma resposta biológica, envolvendo apenas um parâmetro: morte ou 

vida (MEYER et al., 1982; CASTELLO-BRANCO, 2009). O ensaio de letalidade serve como 

um teste precedente no estudo de substâncias que tenham uma potencial atividade biológica, 

pois este permite a avaliação e a descoberta da toxicidade geral. Um dos animais em destaque 

utilizados nestes bioensaios é a Artemia salina Leach, um microcrustáceo marinho, da ordem 

Anostraca e família Artemiidae, também conhecida como “camarão salmoura” (Pimentel, et al 

2011).  Este ser, é uma espécie empregada na avaliação prévia da toxicidade de substâncias de 

origem natural ou sintética (BELÉM et al., 2015), uma 
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vez que é um método simples, rápido e de baixo custo (MERINO et al., 2015). Na parte 

farmacológica e farmacêutica, observou-se que o uso deste crustáceo se concentrou nas 

pesquisas envolvendo produtos naturais, como na avaliação da atividade moluscicida, 

larvicida (LUNA, et al. 2005), anticonvulsivante (BAGHERI, et al. 2010), citotoxicidade em 

células de câncer hepático humano (GARCEZ, et al. 2005), dentre outros. Este ensaio também 

é muito usado na área da ecotoxicologia, para a avaliação da toxicidade de efluentes e 

poluentes ambientais (PETERS et al., 1997), além de servir para identificar toxinas 

produzidas por cianobactérias (Garcia-Rodriguez, et al., 2004). Na área de síntese, estudos 

mostram o uso da A. salina para a determinação da toxicidade de diversas substâncias 

(CHOHAN, et al. 2010).  Diante do exposto, no presente trabalho objetivou-se sintetizar e 

avaliar a toxicidade da 4-metil-benzamidoxima frente à Artemia salina. 

Metodologia 

Material e instrumentação  

A reação foi realizada utilizando solventes e reagentes na sua forma comercial (P.A.), 

enquanto que o monitoramento da reação aconteceu por meio da cromatografia em camada 

delgada (CCD). Para a visualização da CCD, foi utilizada luz ultravioleta. As análises de 

ressonância magnética nuclear (RMN) foram realizadas em um espectrômetro VARIAN® 

modelo Unity Plus-300 utilizando como solvente o clorofórmio deuterado. Este espectrômetro 

foi calibrado usando tetrametilsilano (0,00 ppm) como referência interna para os núcleos de 

1H e 13C, e todas as constantes de acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz). O ponto de 

fusão foi realizado no Electro-thermal série IA 9100 Digital Melting Point. O espectro de 

infravermelho foi obtido em espectrofotômetro de IV com Transformada de Fourier.  

Procedimento para síntese da 4-metilbenzamidoxima  

Em um balão de fundo redondo com capacidade de 125 mL foram adicionados o cloridrato de 

hidroxilamina (1,04 g; 15 mmol), o carbonato de sódio (0,78 g; 7,50 mmol) e a água (20 mL). 

Depois colocou-se o balão em um banho ultrassônico até cessar a efervescência. Após o 

término da efervescência, adicionou-se a benzonitrila (0,51 mL; 0,51 g; 5,00 mmol) e o etanol 

(20 mL), e outra vez levou-se o balão ao banho ultrassônico sob temperatura de 555oC, por 

20 minutos. Após a comprovação do término da reação através da CCD, concentrou-se a 

mistura reacional utilizando um evaporador rotatório à pressão reduzida. Ao sistema bifásico 

formado, adicionou-se acetato de etila (70 mL) e lavou-se a fase orgânica com solução 

saturada de cloreto de amônio (2 x 40 mL) e solução saturada de cloreto de sódio (2 x 40 mL). 

Depois a fase orgânica foi secada sob MgSO4 anidro. 
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O solvente foi removido utilizando um evaporador rotativo e o produto bruto foi cristalizado 

usando o sistema clorofórmio:hexano. 

Toxicidade frente a larvas de Artemia salina Leach 

 O ensaio toxicológico com Artemia salina Leach foi baseado no protocolo descrito por 

Meyer et al. (1982). Foram utilizados 10 mg da 4-metilbenzamidoxima, a qual foi adicionado 

50 μL de dimetilsulfóxido. A solução foi homogeneizada e o volume completado para 5 mL 

com água salinizada filtrada (água salina artificial preparada a partir de 38 g de sal marinho 

Marinex® em 1 L de água destilada) a pH = 8,0. Desta solução foram retiradas alíquotas de 

375, 250, 187,5, 125, 87,5, 62,5 e 25 μL que foram transferidas para outros balões 

volumétricos de 5 mL e os volumes completados com o mesmo solvente, obtendo-se 

concentrações de 150, 100, 75, 50, 35, 25 e 10 μg/mL para a solução aquosa de 

benzamidoxima. O teste foi acompanhado por controle positivo onde utilizou-se o dicromato 

de potássio (K2Cr2O7) e controle negativo utilizando apenas água marinha artificial e 

dimetilsulfóxido. Os cistos da Artemia salina (20 mg) foram incubados sob iluminação 

artificial por 48 horas para que houvesse a eclosão das larvas (metanáuplios), e estas, 

separadas em nove grupos com 10 artêmias cada. O primeiro e o segundo grupo recebeu a 

solução controle positivo (solvente e dicromato de potássio) e controle negativo (solvente e 

dimetilsulfóxido) e os sete seguintes receberam a solução aquosa do composto em diferentes 

concentrações. As amostras foram submetidas à iluminação artificial durante 24 horas, após 

este período foram contabilizadas as larvas vivas e mortas. O experimento foi realizado em 

triplicata para cada substância-teste.  

Análise estatística  

Para obtenção dos valores da concentração letal para matar 50% das larvas (CL50), foi 

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

 

Resultados e Discussão  

O trabalho foi iniciado com a síntese da 4-metilbenzamidoxima a partir da reação 

entre a benzonitrila e cloridrato de hidroxilamina em meio hidroetanólico. Deste modo, 

empregando o método descrito por Barros et al. (2011), com algumas modificações, a -4-

metilbenzamidoxima foi obtida com 84% de rendimento na forma de um sólido cristalino, 

cujo o ponto de fusão variou de 145-146 ºC, valor esse, está próximo ao relatado por Andrade, 

Freitas Filho e Freitas (2016). Adicionalmente, a 4-metilbenzamidoxima foi caracterizada 

pelas técnicas espectroscópicas de IV e RMN 1H e 
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13C, cujos os dados obtidos foram: no infravermelho (Pastilha de KBr), principais bandas de 

vibração, 3499, 3370, 3054, 1918, 1667, 1588, 1391, 937, 825, 751 cm-1; no espectro de 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz), sinais em ppm, 9,52 (s, 1H, OH); 7,56 (d, 2H, J = 8,4 Hz, 

Haromático); 7,16 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Haromático); 5,73 (s, 2H, NH2); 2,30 (s, 3H, CH3). No 

espectro de RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz), sinais em ppm:  150,5; 138,0; 130,3; 128,4; 

125,0; 20,5. Uma vez sintetizado e caracterizado a 4-metilbenzamidoxima, a próxima etapa 

do trabalho foi avaliar a sua toxicidade frente ao microcrustáceo Artemia salina Leach, no 

qual os valores da taxa de mortalidade desta substância variaram entre 0 e 100 %, visando 

determinar a concentração letal para matar 50% das larvas (CL50).  

A CL50 encontrada através do software POLO-PC, com 95% de confiança, foi de 

18,553 μg/mL com intervalo de confiação nos limites 18,089 a 19,016 μg/mL. De acordo com 

Merino et al. (2015), o valor da CL50 igual a 18,553 μg/mL implica que a 4-

metilbenzamidoxima apresenta elevada toxicidade, uma vez que esse valor se enquadra nos 

índices inferiores a 100 μg/mL. Em geral, extratos e substâncias com alta toxicidade contra a 

A. salina sugerem alto potencial para atividades biológicas, sendo, portanto, muito útil à 

utilização deste bioensaio, no direcionamento de estudos na busca de substâncias bioativas 

(AMARANTE, et al., 2011). O controle negativo não levou a morte de nenhuma larva, 

enquanto que a CL50 do controle positivo foi semelhante ao descrito por Belem et al. (2015). 

Vale ressaltar, que o resultado encontrado para 4-metilbenzamidoxima no bioensaio com A. 

salina serve como motivação para futuros estudos envolvendo outras amidoximas e seus 

derivados.  

Conclusões 

Em suma, a 4-metilbenzamidoxima foi sintetizada em bom rendimento (84%) 

utilizando a irradiação de ultrassom e sua estrutura confirmada por diferentes técnicas 

espectroscópica. A avaliação de toxicidade da 4-metilbenzamidoxima frente às larvas da 

Artemia Salina Leach resultou na CL50 18,553 μg/mL, valor esse que implica em elevada 

toxicidade. 
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