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Produtos de degradaciao oxidativa
do sulfametoxazol

Oxidative sulfamethoxazole degradation products

Temis Weber Furlanetto Corte, Eloir Paulo Schenkel, Elfrides Eva Scherman Schapoval

RESUMO - Obteve-se produtos de degradagio oxidativa do
sulfametoxazol através da oxidagdo branda com perdxido de
hidrogénio em 4cido acético e verificou-se a presenga dos
mesmos em formula¢Ses contendo sulfametoxazol + trimeto-
prima através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. De-
terminou-se a atividade antibacteriana e a toxicidade dos
produtos de degradagéo do sulfametoxazol.

UNITERMOS - Sulfametoxazol, produto de degradagio, oxi-
dagdo, trimetoprima.

SUMMARY - Products of oxidative sulfamethoxazole degrada-
tion were obtained by mild oxidation with hydrogen peroxide
in acetic acid. Their presence was detected in formulations
containing sulfamethoxazole + trimethoprim by high perfor-
mance liquid chromatography.

The antibacterial activity and toxicity of the products of sulfa-
methoxazole degradation were determined.

UNITERMS - Sulfamethoxazole, degradation product, oxida-
tion, trimethoprim.

INTRODUCAO

A instabilidade de preparagdes &
base de sulfonamidas, tem sido atri-
buida, particularmente a reagdes de
oxidagdo (De Souza, 1984). Reagdes
estas, que ocorrem no grupamento
amino aromético primario, podendo
originar hidroxilamina, azo, azoxi e
nitroso derivados (Schirmann & Dela-
varenne, 1980). Os derivados nitroso
¢ hidroxilamina t€m sido relatados
como possiveis antigenos nas reagdes
de hipersensibilidade a sulfonamidas
(Rieder et al, 1988). Frente a relevén-
cia deste tema procurou-se neste tra-
balho obter os produtos de degradagio
oxidativa do sulfametoxazol através
de oxidag@o branda com peréxido de
hidrogénio em meio écido e verificar
a presenga dos mesmos, através de
cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE), em comprimidos e sus-
pensdo oral contendo sulfametoxazol
(SMZ) e trimetoprima (TMP).

Além disto foram testadas a ativi-
dade antibacteriana e a toxicidade dos
produtos de degradagio de SMZ.

MATERIAIS E METODOS

Degradagiio oxidativa

Foi preparada uma solugio de SMZ
0,5% (p/v) em 4cido acético glacial,
contendo 6,0g de per6xido de hidrogé-
nio por litro e deixado 48 horas & tem-
peratura ambiente e luz do dia.

Separagiio dos produtos
de degradacio oxidativa

A separagio dos produtos de degrada-
¢do oxidativa do SMZ foi feita por croma-
tografia em coluna. O material de
empacotamento foi silica 60 (120,0g) e o
eluente isopropanol: cloroférmio: tolue-
no: hidroxido de aménio (12:3:3:1) com
fluxo 1,5mL/min. A amostra foi dissolvi-
da em dimetilformamida 0,5g/mL (p/v).

Identificacio

Espectroscopia no infravermelho
(IV): Shimadzu modelo IR-408, em pas-
tithas de brometo de potéssio.

Espectrometria de massas (EM): Va-
riant Mat 44, injegfo direta.

Ressonincia nuclear magnética
(RNM): Varian Gemini 2000.200 MHZ,
solvente dimetilsulfoxido - D6.

Cromatografia bidimensional
em camada delgada

Foram utilizadas placas com uma ca-
mada de 0,25mm de espessura de silica
HF254, ativadas a 120°C. As cubas uti-
lizadas foram revestidas com papel de
filtro e saturadas antes do uso. O eluente
empregado foi cloroformio: metanol:
acido acético (110:10:1) e a detecgdo
com luz ultravioleta.

Degradacao térmica e ambiental
Comprimidos contendo 400mg de
SMZ e 80mg de TMP, bem como sus-
pensdo oral contendo 4,0% SMZ ¢ 0,8%
de TMP, em suas embalagens originais

de fabrica¢fo, foram mantidos durante 9
meses & temperatura de 60°C e a tempe-
ratura ambiente, ao abrigo da luz.

Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Na anélise por CLAE foi empregada
uma solugo obtida a partir dos comprimi-
dos 0,30% (p/v) em metanol e uma dilui-
¢do da suspensdo oral 0,30% (v/v) em
metanol, respectivamente. Como padrdo
foi empregada solugio de produtos de de-
gradagdo do SMZ 1mg/mL em metanol.
A cromatografia foi em fase reversa com
coluna Micropax- mcH-10 (30cm x
60cm). A fase mével foi 4cido fosférico
0,05M: acetonitrila (70:30), ImL/min. A
sensibilidade do detector 0,01 AUF. A
absorbincia foi determinada em 254nm.
A velocidade do registro foi de
10mm/min. e a sensibilidade 0,2V.

Ensaios biolégicos

Comparagdo das atividades antibac-
terianas dos produtos de degradagio do
SMZ com o SMZ.

As amostras foram SMZ 0,4mg/mL e
produto de degradagdo do SMZ
0,4mg/mL, sendo diluente o tamp@o fos-
fato de potassio pH=8,0. O método usado
foi o de difusdo em agar com cilindros em
placas segundo Farmacopéia Americana
XXiI2ed. Os microorganismos usados fo-
ram Staphylococcus aureus e Escherichia
colie osmeios decultura: 1, 3, 11 segundo
Grove & Randall.
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FIGURA 1
Cromatograma da suspensio oral
estocada a temperatura ambiente
(A) e a 60°C (B) durante 9 meses

por cromatografia liquida
de alta eficiéncia.
Condigdes de cromatografia: coluna

Micro Pax nCH-10, fase mével

H3PO4 0,05M : CH3CN (70:30),
fluxo 1ml/minuto, sensibilidade do
detector 0,01 AUFS, comprimento

de onda 254nm, velocidade de

registro 10mm/minuto,
sensibilidade do detector 0,2V.
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1 - sulfametoxazole, 2 - produto de degradagio

Comparagdo das atividades anti-
bacterianas do SMZ, TMP, Produtos de
degradacdo do SMZ, Produtos de de-
gradagdo do SMZ + TMP, SMZ + TMP.,

As amostras empregadas foram SMZ
80ug/mL, TMP 16ug/mL, produtos de
degradagdo do SMZ 80pg/mL. O ensaio
foi realizado segundo item anterior.

Toxicidade aguda

Foram empregados camundongos,
swiss, machos, adultos pesando entre
18,0 e 22,0g conforme recomendado
pela Farmacopéia Brasileira, IV2ed. A
amostra foi produtos de degradagdo
do sulfametoxazol na dose de
45,71mg/kg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A instabilidade de prepara¢des far-
macéuticas a base de sulfonamidas pode
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ser causada por rea¢des de oxidagdo (De
Souza, 1984). A verificagdo da presenga
de produtos de oxidagdo em formula-
¢des é importante uma vez que a hidro-
xilamina e o nitroso derivado tém sido
relatados como possiveis antigenos nas
reagdes de hipersensibilidade as sulfo-
namidas (Rieder et al, 1988).

Souza (1984) tentando reproduzir as
reacdes de oxidagdo que ocorrem em
formula¢des contendo SMZ durante a
estocagem, submeteu o SMZ a oxidagio
branda com perdxido de hidrogénio
6,0g/L em acido sulfarico 0,1M a tem-
peratura ambiente e luz do dia. Os pro-
dutos de degradacdo precipitados em
meio 4dcido apresentaram rendimento de
4,6%.

No presente trabalho, 0 SMZ foi oxida-
do com peréxido de hidrogénio 6,0g/L em
acido acético com rendimento de 67,0% de
precipitado. Este precipitado foi fraciona-
do por cromatografiaemcoluna, sendo que
a segunda fragdo eluida tinha o rendimento
de 60,0%. A cromatografia bidimensional
da segunda fragdo, utilizando como eluen-
te cloroférmio: metanol: acido acético
(110:10:1), demonstrou que amesmaeraa
mistura de 2 substincias que se intercon-
vertiam. Pela dificuldade de separagdo das
mesmas optou-se por realizar os experi-
mentos com esta mistura.

Na anélise espectroscopica verificou-
se que o espectro no infravermelho era
semelhante ao descrito para a 4-hidroxila-
mina-N-(5-metil-3-isoxazolil) benzenos-
sulfonamida (Souza, 1984) afora a banda
em 1473cm!, mais intensa, e caracte-
ristica do nitroso derivado que sugere a
mistura destes dois compostos.

A andlise por espectrometria de massas
revelou fragmentagdio caracteristica de
sutfonamidas estando presentes os picos
m/z=60 (95,80%), m/z=76 (100,00%),
m/z=92 (43,18%), m/z=106 (28,39%),
m/z=156 (32,12%), m/z=173 (38,04%),
m/z=237 (40,0%) e m/z=267 (38,04%).

No espectro de ressonidncia magnéti-
ca protOnica observou-se a presenga de
um singlete em 2,31 ppm, corres-
pondendo a trés protons metilicos na
posigdo S do anel isoxazolil, num single-
te em 6,18 ppm correspondendo a um
proton na posigdo 4 do anel isoxazolil o
que identifica o radical -N-(5-metil-3-
isoxazolil) benzenossulfonamida. A
presenga de dois compostos parassubs-
tituidos foi comprovada através de dois
pares de dubletes em 8,11 e 8,15 ppme
8,03 ¢ 8,47 ppm correspondendo cada
par a quatro protons aromaticos.

Pelo deslocamento quimico destes
protons aromdticos verificou-se que

FIGURA 2
Cromatograma de comprimidos
estocados a temperatura ambiente
(A) a 60°C (B) durante 9 meses
por cromatografia liquida
de alta eficiéncia.
Condicdes de cromatografia: coluna
Micro Pax nCH-10, fase mével
H3PO04 0,05M : CH3CN (70:30),
fluxo 1ml/minuto, sensibilidade do
detector 0,01 AUFS, comprimento
de onda 254nm, velocidade de
registro 10 mm/minuto,
sensibilidade do detector 0,02V.

[]

1 - sulfametoxazole, 2 - produto de degradagio

uma das substancias apresentava grupa-
mento doador de elétrons em posi¢do
para enquanto o outro apresentava gru-
pamento retirador de elétrons em posi-
¢do para (Turczan & Medwick, 1972).

A andlise espectroscopica levou a
identificagio dos produtos como o 4-Ni-
troso-N-(5-metil-3-isoxazolil) benze-
nossulfonamida e a 4- hidroxilami-
na-N-(5-metil-3-isoxazolil) benzenos-
sulfonamida.

A pesquisa de produtos de degrada-
¢do oxidativa do sulfametoxazol em
amostras de comprimidos e suspensdo
oral foi feita através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia nas condi¢des
estabelecidas por Pianetti (1986) para o
doseamento de sulfametoxazol + trime-
toprima em formulagdes. Os tempos de
retengdo dos compostos foram de
2,31cm para a hidroxilamina e 2,90cm
para o nitroso derivado. A presenga do
pico com tempo de retengdo de 2,31cm,
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TABELA 1

Atividade antibacteriana do sulfametoxazol e dos produtos

de degradacio do sulfametoxazol

Sulfametoxazol Produtos de degradagéo
Microorganismo Halo de inibiggo Halo de inibigdo

- CV% = CV%

(xts)mm (x+s)mm
Staphylococcus
aureus 14,58+ 0,34 2,33 8,44+ 0,17* 2,01
Escherichia
coli 14,30 £ 0,41 2,87 8,40+ 0,17* 2,02

Teste “t” Student: * significativo p < 0,01.
TABELA 2
Atividade antimicrobiana da trimetoprima, da trimetoprima + sulfametoxazol e
da trimetoprima + produtos de degradagio
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Substincia ativa Halo de inibigdo Halo de inibigdo

— 0 - 0,

(x £ s) mm CV% (x +s) mm Cv¥
Trimetoprima 13,83+ 0,57 4,12 18,80 + 0,31 1,65
Trimetoprima +
Sulfametoxazol 20,69 £ 0,17* 0,82 22,84 + 0,48* 2,10
Produtos de degradagio
+ Trimetoprima 14,61 + 0,38 2,60 19,27 +£ 0,38 1,97

Teste “t” Student: * Significativo para p < 0,01 comparado com a trimetoprima.

correspondente a hidroxilamina, foi de-
tectado em comprimidos e suspensdo
oral estocados a 60°C, e em suspensio
oral estocada a temperatura ambiente. O
pico com tempo de retengdo igual a
2,90cm, correspondente ao nitroso deri-
vado, nestas condigdes de operagio fica
encoberto pelo pico do sulfametoxazol,
nfo podendo ser verificada a sua presen-
¢a (Figuras 1 e 2).

A atividade antibacteriana da mistura
hidroxilamina e nitroso derivado foi tes-
tada in vitro frente a cepas de Sta-
phylococcus aureus e Escherichia coli,
tendo sido constatado que os produtos
de degradagio do sulfametoxazol tém
menor atividade antibacteriana que o
sulfametoxazol (Tabela 1). Buscando
comprovar a reduzida atividade dos pro-
dutos de degradagdo, foram realizados
testes com solugdes de SMZ + TMP ¢
produtos de degradacdo do SMZ +
TMP, e estes demonstraram que o siner-
gismo presente na associa¢io do SMZ +
TMP, determinante do aumento da ati-
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vidade antibacteriana em relagdo a ativi-
dade de cada um dos componentes, nio
ocorre da mesma forma na associa¢do
dos produtos de degradagdo coma TMP,
pois esta associagdo tem a mesma ativi-
dade antimicrobiana que a TMP isolada
conforme Tabela 2.

No teste de toxicidade aguda ndo se
constatou nenhuma mudan¢a de com-
portamento ou Obito entre os animais
utilizados, durante 48 horas de observa-
¢do, na dose administrada.

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1- Clarke,E.G.C. & Humpheys, D.J. A note
on the identification of sulfonamides by thin-
layer chromatography. Journal of Pharmacy
and Pharmacology, 22:845-47, 1970.

2 -~ De Souza, A. A. Degradation oxydative de
sulfamides a usage therapeutique. Isola-
ment, structure et methodes d’analyse des
produits formes. Franga, Universite, Paris-
SUD, 1984 (tese de Doutorado em Ciéncias
Farmacéuticas).

De Souza, A. A., Baylocq, D. & Pellerin,
F. Degradation oxydative de sulfamides a
usage therapeutique. Talanta, 35:875-8,
1988.

Pianetti, G. A. Controle de qualidade de
duas formas farmacéuticas contendo sulfa-
metoxazol + trimetoprima. Porto Alegre,
Curso de Pds-Graduagido da UFRGS, 1986
(dissertagdo de Mestrado).

Ressler, C. & Knapp, M. Liquid chromato-
graphy of oxidized sulfanilamide derivati-
ves. Jowrnal of Liquid Chromatography,
8:443-53, 1985.

Rieder, M. J. et alii. Syntesis and in-vitro
toxicity of hidroxilamine metabolites of sul-
fonamides. The Journal of Pharmacology
and Experimentdl Therapeutics, 244:724-7,
1988.

Schirmann, J. P. & Delavarenne, S. Y.
Hydrogen peroxid in organic chemistry. Pa-
ris: Edition et Documentation Industrielle,
1980.

Turczan, J. W. & Medwick, T. Identifica-
tion of sulfonamides by NMR spectroscopy.
Journal of Pharmaceutical Sciences,
61:434-43,1972.

37



