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Educacao

SYNTHESIS OF SULFADIAZINE AND SILVER SULFADIAZINE IN SEMI-MICRO SCALE, AS AN EXPERIMENTAL
PRACTICE IN DRUG SYNTHESIS. The total synthesis of sulfadiazine and silver sulfadiazine from readily available starting
materials was adapted to semi-micro laboratory scale and is proposed as an experiment in drug synthesis for undergraduate

courses.
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INTRODUCAO

A descoberta da atividade antibacteriana das sulfas foi oficiali-
zada em 1935 com a publicacdo do trabalho “Uma Contribuigdo a
Quimioterapia das Infec¢cdes Bacterianas™'?, no qual foi descrita a
atividade bioldgica da p-sulfamidocrisoidina (Prontosil Rubrum®,
1), pelo patologista e bacteriologista alemdo Gerhardt Domagk.
Esta substancia havia sido sintetizada em 1932 por Mietsch e Klarer
(Bayer), com base na quimica cldssica de corantes téxteis, especi-
ficamente para ser testada como antibacteriano'. O crédito por essa
descoberta deu a Domagk o prémio Nobel de Medicina em 1939°.
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A partir desta época foram surgindo outras substincias antimi-
crobianas, algumas obtidas sinteticamente e outras isoladas de
microorganismos como a penicilina, descoberta por Fleming em
1928, e que demonstraram ter acentuada ac¢@o antibacteriana®.

Forneau e colaboradores®, analisando metabdlitos no sangue e
urina de pacientes em tratamento com Prontosil®, detectaram a
presenca de sulfanilamida (substincia conhecida desde 1908)°.
Concluiu-se através deste estudo que a parte ativa da molécula era
a sulfanilamida e que os vdrios quimioterdpicos antibacterianos
até entdo bem conhecidos, somente agiam devido a presenca do
grupo farmacoférico sulfonamidico, cujo mecanismo de acdo foi
posteriormente elucidado e relacionado a inibicdo da enzima
diidropteroato sintase bacteriana.

Em 1938 surgiram as primeiras sulfas heterociclicas, como sulfa-
piridina (2) e sulfatiazol (3), apresentando atividade antibacteriana
de amplo espectro e superioridade terapéutica'. Por serem relativa-
mente toxicas, alguns pesquisadores direcionaram suas pesquisas
para a busca de outros antibacterianos ndo sulfonamidicos, condu-
zindo a obtencdo de nitrofurantoina (4) e nitrofurazona (5)'7, deriva-
dos do furfural nitro-substituido, depois abandonados para uso
sistémico, por sua menor eficdcia aliada a uma toxidez que se reve-
lou muito maior que a encontrada nas sulfas e nos antibiéticos®.

*e-mail: carronal @usp.br

Em 1940 surgiram as sulfas com nucleos pirimidinicos, dentre
elas a sulfadiazina (6)'°. As sulfas pirimidinicas foram utilizadas
no combate contra infec¢des causadas por cocos e colibacilos. O
sal de prata da sulfadiazina (7), introduzido na pratica médica cor-
rente por Fox e colaboradores'® em 1968, é hoje um medicamento
topico ttil para o tratamento de queimaduras e ulceras varicosas,
por proporcionar cicatrizacdo rapida.

A partir do final da década de 40 os antibidticos tenderam a
substituir as sulfas na quimioterapia devido a sua menor toxidez e
maior espectro de acdo'.
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Ap0s a observacdo de que certas bactérias adquiriam resistén-
cia causada pelos antibidticos, renasceu o interesse pelas sulfas e a
pesquisa de novos derivados sulfonamidicos, estimulados pela fa-
cilidade de obtencdo e baixo custo.

Atualmente, algumas sulfas sdo utilizadas na forma associada,
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como por ex. sulfametoxazol (8) e trimetroprim (9) (Bactrim®) para
potencializar seus efeitos. Além disso, novos farmacos derivados
de sulfa tém sido bastante promissores como agentes anti-
tumorais'!

Um dos principais objetivos do curso experimental de Sintese de
Farmacos € ensinar a obteng@o de substincias de uso terapéutico
corrente em poucas etapas, com possibilidade de interrup¢des tem-
pordrias sem perdas qualitativas ou quantitativas por degradac@o dos
intermedidrios e do produto final, com disponibilidade de reagentes
e adequagdo de carga hordria média semanal de 10 (5 + 5) h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As aulas préticas foram planejadas com o objetivo de propor-
cionar aos alunos a (i) sedimentagdo de técnicas e conceitos bdsi-
cos oriundos das disciplinas (pré-requisitos) de Quimica Organica
Experimental, Quimica Analitica Qualitativa e Quantitativa e Qui-
mica Farmacéutica; (i) manipulacio laboratorial em escala semi-
micro de materiais e reagentes de uso cldssico e de maior disponi-
bilidade e (iii) acompanhamento de toda trajetéria do desenvolvi-
mento de farmaco envolvendo sintese, isolamento, purificagdo,
caracterizagdo dos intermedidrios-chave e do produto final, andli-
se farmacéutica e padroniza¢do por métodos oficiais de farma-
copéias. Nessa disciplina, todos os resultados obtidos foram inter-
pretados e discutidos durante as aulas.

Pelas razdes delineadas acima, foram elaborados experimen-
tos em escala semi-micro para preparagdes de sulfadiazina e
sulfadiazina de prata'>'®, uma vez que sua sintese envolve vérios
tipos de reagdes organicas, como condensagdo, acetilagdo, prote-
¢dlo e desprotecdo de grupos funcionais e clorossulfonagdo!”?!. Deste
modo, considerou-se que o aluno teve um treinamento adequado e
que foi dada a oportunidade para adquirir uma visdo geral da
metodologia sintética em multiplas etapas.

Como parte do aprendizado, os alunos foram avaliados no final
do curso pela apresentacdo de semindrios com temas relacionados
a metodologias sintéticas, técnicas de purificacdo, analises espectro-
fotométricas e cromatograficas, bem como por relatdrios.

O principal processo para a obtencdo de sulfadiazina envolveu
o método geral (Figura 1) de sintese de sulfas, ou seja, de conden-
sacdo entre cloreto de 4-(acetilamino)benzenossulfonila (10) e 2-
aminopirimidina (11). Existem algumas modifica¢cdes desta meto-
dologia descritas na literatura que estdo relacionadas ao solvente,
reagentes, temperatura e tempo de reagdo para processos industri-
ais e laboratoriais®'*?'.

Com base nesses dados, foi desenvolvida uma metodologia
adequada e relativamente simples para a preparagdo de 6 e 7 no
curso de Sintese de Farmacos. A rota sintética estd ilustrada na
Figura 1.

Anilina (12) comercial foi empregada como material de parti-
da e convertida, em uma primeira etapa, ao correspondente deriva-
do acetanilida (13), para protecdo do grupamento amino. Vdrios
tipos de reac@o de acilagdo de aminas aromadticas descritas em li-
vros de Quimica Orgénica Experimental'”* foram testados e com-
parados, como em fase aquosa ndo catalisada ou catalisada por
bases inorganicas “Schotten-Baumann”; acetilagdo com acido
acético a refluxo (o primeiro método de acilagdo conhecido, ainda
hoje importante do ponto de vista industrial); acetilacdo cldssica
com anidrido acético em excesso ou catalisada por dcido sulfirico
concentrado ou dcido ortofosforico, etc!’?.

A acetilacdo a frio em meio aquoso com anidrido acético e
acetato de s6dio como base foi o procedimento de escolha devido
as vantagens de rendimento (70-90%) e pureza de 13 obtida''*. As
impurezas escuras do reagente 12 foram removidas pela sua disso-
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Figura 1. Sintese de Sulfadiazina (6) e Sulfadiazina de Prata (7)

lucdo em forma de cloridrato e tratamento com carvao ativo (ver
parte experimental).

O composto 13 foi tratado com dcido clorossulfénico originan-
do o intermedidrio-chave comum da sintese de sulfas, composto
10. Pela importancia industrial das sulfas, a reag¢do de cloros-
sulfonacdo de 13 foi muito bem investigada e descrita na literatu-
ra'*?!. O melhor resultado foi obtido a partir do espalhamento de
13 seco e fundido no frasco reacional, seguido de solidificagdo e
introducdo de dcido clorossulfonico. A liberacdo de vapores toxi-
cos de HCI foi evitada pelo seu borbulhamento em solugdo aquosa
de NaOH.

Apesar de 10 ser descrito como um sal pouco estdvel, nos ex-
perimentos realizados observadou-se que este pode ser seco em
dessecador e armazenado em freezer por periodo prolongado, sem
decomposicdo aprecidvel. Sua estocagem € interessante, uma vez
que se trata de intermedidrio-chave para a sintese de vdrias outras
sulfas, como sulfanilamida, sulfaguanidina, sulfapiridina, sulfa-
tiazol, sulfametoxazol etc'??'.

O procedimento cldssico para sintese de diferentes sulfas en-
volve a condensagdo de 10 com diversas aminas funcionalizadas.
No caso da sulfadiazina, o correspondente derivado amino € a 2-
aminopirimidina (11). Esta amina pode ser preparada por diversos
processos, por ex., rea¢do de dlcool propargilico e cloridrato de
guanidina® ou dicianoamida® em soluc¢@o aquosa dcida; hidrélise
de tetraalcoxipropano para formar malonaldeido, seguida de
condensagdo com cloridrato de guanidina®, redugdo de cloropiri-
midinas®* e vérios outros métodos’.

Entre os diversos métodos testados, o mais conveniente foi a
condensagdo de Tridube*?, entre tetrametoxipropano (14) e sal de
guanidina (15) em solugdo 4cida, baseada no protocolo descrito
por Kobayashi®, devido a sua facilidade de manipulagdo. O sal
nitrato de guanidina estd descrito como o reagente que fornece alto
rendimento'®, contudo, o sal carbonato foi utilizado por sua dispo-
nibilidade comercial e seguranga no laboratério® (Figura 1).
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A reagdo de condensagdo de 10 e 11 foi realizada inicialmente
na presenca de NaOH aquoso, no entanto, o baixo rendimento do
produto levou a uma adaptacdo das técnicas desenvolvidas por
Roblin Jr. e colaboradores’ e Sittig®'. A reacéo efetuada na presen-
ca de piridina anidra forneceu acetilsulfadiazina bruta (16). Devi-
do as dificuldades envolvidas na sua purificag@o, esta foi usada
diretamente na etapa posterior de hidrdlise alcalina para remocao
do grupo protetor N-acetila e obten¢do de 6 (20-40%, 2 etapas)’.
Visando obter sulfadiazina de pureza grau farmacéutico, esta foi
recristalizada diversas vezes até que o grau de pureza estivesse de
acordo com os testes oficiais de monografias de farmacopéias, usan-
do sulfadiazina Aldrich como referéncia®*.

Sulfadiazina de prata (7) foi obtida pela simples reacdo entre 6
e nitrato de prata®. Pela sua quase total insolubilidade, deve ser
preparada com sulfadiazina previamente purificada, pelo menos
recristalizada uma vez em acetonitrila/dgua.

PARTE EXPERIMENTAL

Tetrametoxipropano (Aldrich), carbonato de guanidina (Sardi),
anilina (Vetec), acido clorossulfonico (Aldrich), etc. foram obti-
dos comercialmente e utilizados sem purificagdo prévia. Piridina
(Merck) foi seca sobre KOH sélido e destilada sob pressdo atmos-
férica. O sal de guanidina pode também ser preparado, embora
com rendimento moderado, por pirdlise seca de tiocianato de
amonio®*.

Os espectros vibracionais na regido do infra-vermelho foram
registrados em espectrofotometro Perkin-Elmer 1420, em pasti-
lhas de KBr. O aparelho foi calibrado usando a banda padrdo de
transmitancia de filme de poliestireno a 1601 cm™. Os espectros de
RMN de hidrogénio foram feitos em espectrometro Bruker AC-80,
usando tetrametilsilano (TMS) como padrio interno.

A andlise por cromatografia gasosa foi realizada em cromaté-
grafo Hewlett-Packard 5890-II, coluna HP-5 (5% de polimero cru-
zado de siloxano), 30 m x 0,25 p . Condig¢des de analise: solvente
acetato de etila, temperatura inicial da coluna 80 °C e final 210 °C,
rampa de aquecimento 6 min. Temperatura: injetor 220 °C e detector
305 °C.

Os pontos de fus@o nao corrigidos foram medidos em aparelho
tipo Kofler, Thermolyne 703A, termdmetro -10 a 300 °C, aferido
com 4cido benzdico P.A. Merck (Pf: 122,6 a 123,1 °C)*.

Sintese

Preparagdo de 2-aminopirimidina (11), via condensagdo de Trdaube

Em baldo de 100 mL, mergulhado em banho de gelo, foram
adicionados solugdo de H,SO, 50% v/v (43 mL), carbonato de
guanidina (15) (2,7 g, 15 mmol), tetrametoxipropano (14) (6,6 mL,
40 mmol). A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente
por 10 h e alcalinizada lentamente, inicialmente com NaOH s6lido
e, no final da neutraliza¢do, com solu¢do aquosa de NaOH 30-
40%, até obtengdo de pH 9,0, com resfriamento em gelo para evi-
tar aquecimento. Esta etapa é bastante critica, o aquecimento da
mistura durante a neutralizacdo pode causar o seu escurecimento
(marrom) e diminuir o rendimento, com formagdo de polimeros. O
produto foi extraido com acetato de etila (3 x 20 mL), e a fase
organica foi seca com Na SO, anidro, filtrada e o solvente evapo-
rado. Apés secagem em dessecador o composto 11 foi obtido com
70-88%, como cristais amarelos ou alaranjados. Pf.: 123-126 °C
(lit.” 125-127 °C); CG: tempo de reteng¢do de 4,75 min com 90%
de pureza; CCD: Rf= 0,29, com eluente n-hexano/acetato de etila
7:3; IV (KBr, cm™): v 3360 e 3180 (N-H), 1650 (N-H), 1570 e
1550 (C=C, anel heteroaromatico), 1475 (C=N), 805 (C-H hetero-
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aromatico), RMN (80 MHz, CDCI3): SH 5,5-6,0 (s, largo, 2 H, NH,),
6,6 (t, 1H, H-5), 8,3 (d, 2 H, H-4 e H-6). Os espectros obtidos
correspondem aos do catdlogo de padrdes internacionais, (medi-
dos com amostras auténticas), SDBS n° 3558%.

Preparagdo de acetanilida (13), reacdo de acetilacdo

Em erlenmeyer de 125 mL, contendo H,O (50 mL), foram adi-
cionados HCI concentrado (2,17 mL, 22 mmol), anilina (12)
(2,37 mL, 22 mmol) e a mistura foi agitada até completa dissolu-
¢do da anilina. Carvao ativo (0,1 g) foi introduzido e a mistura
aquecida por 10 min a 50-60 °C e filtrada a quente. O filtrado foi
resfriado em banho de gelo, e a solugdo gelada, foi adicionado
anidrido acético (3,03 mL, 32 mmol) em uma tnica porcdo (adicio
gradual pode diminuir o rendimento). A mistura foi agitada e, em
seguida, foi introduzido solu¢do de acetato de sdédio tri-hidratado
(3,9 g, 29 mmol, em 12 mL de H,0), em uma tnica por¢do. Apos
agitacdo vigorosa para formagdo de sélido (agitacdo manual), a
mistura foi mantida por 30-45 min em banho de gelo, filtrada a
vécuo, lavada com pequena quantidade de H,O gelada e seca ao ar.
O composto 13 foi obtido com rendimento de 70-90%, como cris-
tais incolores e inodoros. Pf. 113-116 °C (lit.'¢'%3% 113-115 °C);
CG: tempo de retencio de 15,7 min com 86% de pureza, CCD: Rf=
0,29 com eluente: n-hexano/acetato de etila 7:3; IV (KBr, cm™):
V.. 3300 e 3180 (N-H); 1660 (C=0); 1600 (C=C, anel aromitico);
1320 (C-H); 1260 (C-H e C-N); RMN (80 MHz, CDCL,): §,, 2,1 (s,
3 H, CH,); 7,0-7,6 (m, 5 H, Ar-H); 8,3 (sl, 1 H, N-H). Os espectros
estdo em concordancia com o catdlogo de padrdes internacionais®,
SDBS n° 729. Os cristais obtidos foram secos ao ar ou em estufa a
60 °C. A recristalizagdo foi necessaria apenas quando anilina im-
pura foi empregada e o tratamento com carvao ativo foi omitido. A
recristalizacdo de acetanilida foi realizada em um volume minimo
de metanol/dgua 1:10 fervente, filtrada, resfriada em banho de gelo
e filtrada a vacuo.

Preparagdo de cloreto de 4-(acetilamino)benzenossulfonila (10),
reacdo de clorossulfonagcdo

Em capela de exaustdo, foram aquecidos acetanilida (13) (2,0 g,
15 mmol) em baldo de 50 mL (banho de silicone), até fundir total-
mente o sélido (temperatura aproximada de 130 °C). O baldo foi
lentamente girado para formagdo de uma pelicula fina até, no md-
ximo, metade da altura da parede do baldo, resfriado em banho de
gelo. Acido clorossulfonico (5,2 mL, 78 mmol) (composto muito
corrosivo e fumegante) foi adicionado em uma tnica porc¢do, € o
sistema foi imediatamente conectado a um condensador de reflu-
xo, ligado previamente a um sistema de saida de HCI gasoso (Fi-
gura 2). Os vapores dcidos foram absorvidos em solucdo de
hidréxido de sédio 2 M e a solugdo alcalina neutralizada antes do
descarte. A mistura foi agitada magneticamente por 15 min a tem-
peratura ambiente, aquecida a 60 °C por mais 15 min e vertida
cuidadosamente (hidrélise exotérmical) sobre gelo (36 g), contido
num béquer de 250 mL, ainda em capela de exaustdo, lavando o
baldo com 4gua gelada. Ap6s filtragdo a vacuo do sélido formado e
secagem ao ar, o cloreto 10 foi isolado como um cristal incolor
pouco estdvel, mas adequadamente estocado em freezer, com ren-
dimento de 70-80% e de odor caracteristico desagradavel. Pf.: 139-
148 °C (lit.161-163 °C", 143-148 °C '*'%). O ponto de fusdo pode
sofrer alteracdo com a varia¢@o da velocidade de aquecimento. IV
(KBr, cm™): v 3300 e 3260 (N-H); 3180 e 3100 (C-H aromati-
co); 2700 (C-H alifatico); 1680 (C=0) ; 1580 (C=C acroma-
tico),1530 e 1560 (C-N); 1370 e 1170 (SO,CI); 1000, 1030, 860
(def., aromaticos); Espectro em acordo com o padrdo internacio-
nal, SDBS n” 6119”7. RMN (80 MHz, DMSO-d,): §, 2.2 (s, 3 H,
CH,); 7,7 (s, 4 H, Ar-H); 10,0 (s largo, 1 H).
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Preparagdo de acetilsulfadiazina (16)

Em baldo de 50 mL, foram adicionados 2-aminopirimidina (11)
(0,94 g, 10 mmol), piridina anidra (3,0 mL) e cloreto de p-
acetamidobenzenossulfonila (10) (2,34 g, 10 mmol). A este siste-
ma foi conectado condensador de refluxo, com tubo dessecante e,
ap0s agitacdo magnética por 4 h a 55 °C, a mistura foi concentrada
a vacuo para remog¢do de piridina (banho a aproximadamente 40-
50 °C). Este produto bruto (marrom, viscoso) foi diretamente usa-
do na reacdo de hidrélise e remoc¢ao do grupo protetor, devido as
dificuldades de purifica¢do’.

Preparagdo de sulfadiazina (6), reacdo de desprotecdo

O produto bruto 16, obtido na reacdo anterior, foi tratado com
solucdo de NaOH (2 M, 25 mL). O baldo foi acoplado em
condensador de refluxo e aquecido por 2 h a 100 °C. Apds este
periodo a mistura foi resfriada até a temperatura ambiente e neu-
tralizada com HCI concentrado até pH aproximadamente 6,0 (cri-
tico: sulfadiazina é anféterica e pode ser solivel tanto em excesso
de bases como de acidos). A mistura foi resfriada em banho de
gelo até a total precipitacdo do produto, filtrada a vdcuo, lavada
com pequeno volume de dgua gelada e seca em estufa a 50 °C. O
produto foi recristalizado em mistura acetonitrila/dgua (2:1) fer-
vente (para cada g de sulfadiazina usou-se aproximadamente 80 mL
de solvente) e o sélido foi filtrado e seco em estufa a 50 °C.
Sulfadiazina (6) foi obtida com rendimento em torno de 20-40%, a
partir da condensacdo de 10 e 11 (2 etapas), na forma de cristais
incolores;. Pf.: 253-265 °C (lit. 253-257 °C32¥3%) TV (KBr, cm™):
V. 3400 e 3350 (N-H); 1650 (C-N-H angular); 1580 (C=C, anel
pirimidina); 1320 (SO,); 1260 (CH pirimidinico e C-N anilina). O
espectro obtido corresponde ao descrito na literatura por Sinisterra
e colaboredores; RMN (80 MHz, DMSO-d,): 6, 5.9 (s largo, 2H,
NH,); 6,6 (d, 2H, H orto ao grupo amino livre); 7,0 (t, 1H, H-5 do
anel pirimidinico), 7,6 (d, 2H, H orto ao grupo sulfonamido), 8,5
(d, 2H, H-4 e H-6 do anel pirimidinico), 11,2 (s largo, 1H, NH).

Preparagdo de sulfadiazina de prata (7)

Sulfadiazina (6) (200 mg, 0,80 mmol) foi suspensa em dgua
(10 mL), aquecida a 60 °C, tratada com AgNO, (IM, 0,84 mL,
corresponde a 0,84 mmol) e agitada magneticamente por 10 min a
60 °C. A mistura foi resfriada em gelo e o sal de prata formado foi
filtrado, lavado com dgua gelada e seco por 1 h a 100 °C na estufa.
O produto 7 foi obtido com rendimento de 70-90%, na forma de
cristais amarelo pdlido, que escureciam rapidamente quando ex-
postos a luz. Pf > 300 °C (lit.** > 300 °C); IV (KBr, cm™): v__
3390 e 3348 (N-H); 1628 (N-H angular); 1580 (C=C, pirimidina);
1418 (vib. caracteristica dos sais de sulfadiazina)® 1324 e 1233
(C-N de amina aromdtica e SO,); 1130 e 1080 (S=0). A presenca
das bandas a 1418, 1130 e 1080 cm™ caracteriza o composto como
um sal de sulfadiazina®“’. A presenca de prata na molécula foi
evidenciada pela mineralizacdo de pequena amostra do composto
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com dcido nitrico concentrado. Apds adi¢do de gotas de dcido clo-
ridrico ou de cloreto de sédio diluido, houve formacdo de precipi-
tado branco de cloreto de prata®!.

CONCLUSOES

Os experimentos seqiienciais realizados pelos alunos foram
satisfatérios e forneceram o farmaco sulfadiazina de prata (7) com
grau de pureza farmacéutico. As atividades interdisciplinares, en-
volvendo sintese orgénica, andlise espectroscOpica, cromatografia
e controle de qualidade, contribuiram no processo ensino-aprendi-
zagem desenvolvido no curso de Sintese de Farmacos. O trabalho
realizado em escala semi-micro, com emprego de metodologia clés-
sica, reagentes comercialmente disponiveis e possibilidade de in-
terrupgdes semanais foi conduzido com entusiasmo pelos alunos.
No final do curso, no momento de apresentacdo dos semindrios,
eles foram capazes de relacionar adequadamente os conceitos te6-
ricos e praticos e demonstraram grande interesse em discutir os
métodos empregados, comparando criticamente seus resultados com
os demais grupos.
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