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Apbs as observacdes primordiais de Domagk, em 1935, sbébre a acdo anti-
bacteriana dos compostos azéicos sulfamidicos, muito se tem realizado nesse cam-
po de estudos, a procura de novos derivados que possam ser empregados na luta
contra os germes.

Em 1948, Bhatnagar € col.,, trabalhando com um novo composto sulfami-
dico, 0 “6257” e Meier & Druey (Citado por Bhatnagar), obtiveram resultados
plenamente satisfatérios, em experiéncias contra o vibrido colérico. Tal compos-
to, condensacdo do sulfatiazol com o formol, mostrou-se eficiente tanto “in vitro”
como “in vivo”.

Em 1949, Collier e col., estudando a acdo vibriostatica das fezes de camun-
dongos, a cuja dieta eram incluidos compostos sulfamidicos — sulfaguanidina e
formocibazol * —- ressaltam a poténcia déste (ltimo.

Interessados poér tais trabalhos, demos inicio a presente pesquisa, estudando
um novo composto, produto de condensacdo da sulfamida com o formol. As ex-
periéncias realizadas tiveram resultados claros e convincentes, permitindo-nos con-
clusBes que justificam a apresentacdo do presente trabalho.

Tinhamos por escopo, a principio, apenas o estudo da atividade anli-bacte-
riana dessa nova droga. Todavia, no decorrer das provas, orientamos a pesqui-
sa no sentido de esclarecer o seu modo de acdo, bem como o daquela experimen-
tada por Bhatnagar.

Alids, tal orientacdo se impunha, em principio, desde que tinhamos em méos
um produto resultante de duas substancias anti-bacterianas: — a sulfanilamida,
de comprovada agdo bacteriostdtica — e o formol — indiscutivelmente um ger-

Formo-sulfatiazol dos Laboratérios Ciba.
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micida de grande poténcia, embora com limites estreitos na indicacdo terapéu-
tica, eis que, sua acdo sObre as proteinas o torna um veneno citoplasmatico.

PARTE EXPERIMENTAL

Da condensagdo da sulfanilamida com o formol resulta um composto de
solubilidade muito baixa, cuja estrutura quimica parece encerrar duas molécilas
de sulfa e trés de formol. Tal composto serd designado por nos “forino-sulfa”,
bem como denominaremos “formo-tiazol” ao composto obtido da condensacdo do
sulfatiazol com o formol.

Obtencdo: — Dissolver em 200 cm3 de agua em ebulicdo 100 g de sulfa-
nilamida e juntar aos poucos, com agitacdo constante, 50 cm3 de aldeido for-
mico a 37% (p/v), previamente diluido em 250 cm3 de &gua. Forma-se logo
um precipitado branco; éste é lavado trés vézes com 4agua fria, para se retirar
0 excesso de formol e, em seguida, filtrado ou centrifugado, para retirar 0 ma-
ximo de agua retida, deixando-se depois a temperatura ambiente, com ventila-
¢do, até secar. Obtém-se assim um po6 branco, inodoro, insipido, facilmente pul-
verizavel.

Em t6das as provas trabalhamos com uma suspensdo de “formo-sulfa” a 20%,
em agua distilada com 2% de goma arabica (maior estabilidade da suspensdo),
de modo a cada 0,1 cm3 corresponder a 20 mg de substdncia. Quantidades me-
nores eram obtidas por diluicdo.

Meio de cultura: — Utilizamos a agua de peptona a 0.5%, pll 7,4-7,8, na
qual os germes utilizados se desenvolvem com facilidade.

Germes: — Micrococcus pyogenes aureus (Am. Wood) ; Salmonella pullo-
Tum; E. coli; S. abortivoequina; Pasteurella avicida.

Depois de verificarmos a uniformidade quase absoluta da acdo da “formo-
sulfa” sbdbre essas amostras, passamos a trabalhar com a S. pullorum.

Para os diversos testes, trabalhamos com suspensdes de germes corresponden-
tes ao tubo 0,5 da escala nefelométrica de McFarland (150 milhdes de germes
por cm3).

Encontramos n'o eletrofotometro de Fisher (Filtro B-425 — Microcélula)
um meio conveniente para avaliar a atividade da “formo-sulfa”. através do grau
de turvacdo no meio de cultura. Partindo de um tubo com 10 cm3 de agua de
peptona, na qual a Salmonella pullorum se desenvolvera em 24 horas a 37"C,
fizemos diluigbes progressivas, de modo a obter uma “curva de turvagdo”. Os
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extremos dessa curva eram, de um lado, o meio de cultura sem germes e. de
outro, a cultura desenvolvida em 24 horas a 379C.

Obtivemos assim valores que nos permitiram, em diversas provas, julgar a
poténcia anti-bacteriana das drogas utilizadas.

c/m D iTvm¢AOPAM "6.pauom * 1

Experiéncia 1.*: — No intuito de verificar, de um modo geral, a atividade
da “formo-sulfa”, experimentamo-la com os seguintes germes: S. pullorum, S. abor-
tivoequina, Escherichia coli, Pasteurella avicida e Micrococcus aureus.

Os resultados sdo apresentados na tabela |I.

Dos tubos onde havia limpidez, fizemos semeaduras em placas de agar sim-
ples. Apo6s 24 horas de incubacdo a 379C, as placas se mostraram totalmente
estéreis, contrastando com aquelas semeadas para controle, com material dos tu-
bos com turvacdo moderada, onde houve formacdo abundante de colbnias.

Essa experiéncia nos indicou que a “formo-sulfa” possui atividade baclericida.

Experiéncia 2.”: — Diante do resultado anterior, estabelecemos um proto-
colo comparativo entre sulfas e compostos sulfo-formolados. Acrescentamos a essa
experiéncia o acido p-aminobenzdico (PABA), com o qual fariamos posterior-
mente provas de antagonismo em relagdo a sulfa e o derivado formolado désse
acido, “formo-PABA”, conseguido também por condensagdo.

A fim de acompanhar a atividade dessas substancias, fizemos semeaduras
em placas de agar com intervalos de seis horas. Os resultados sdo encontrados
na tabela II.
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Desta tabela depreende-se que a atividade dos compostos formolados é mui-
to superior em relagdo aos seus congéneres ndo formolados. Além disso, veri-
ficou-se uma nitida agdo bactericida do acido p-aminobenzoéico sbébre a Sctimo-
nella pullorum. Nota-se que ha crescimento de germes nas primeiras seis ho-
ras, iniciando-se depois a acdo bactericida. Ora, se a sulfamida e o sulfatia-
zol agem por bacteriostase, entdo a destruicdo das bactérias s6 poderia correr
por conta do formol. De fato, pesquisando é&ste, no sobrenadante do meio de
cultura, obtivemos confirmagdo da nossa hipdtese *. Naturalmente, sendo os com-
postos sulfo-formolados muito pouco soliveis, a libertagdo de formol s6 ocorre-
ria apds algum tempo, permitindo uma certa multiplicagdo de germes (primei-
ras seis horas). O “formo-PABA” seria mais solivel e libertaria o formol mais
rapidamente, impedindo desde logo o desenvolvimento de germes no tubo que o
continha.

Experiéncia 3'7: — Ocorreu-nos verificar se as bactérias intervinham nessa
libertacdo de formol. Elas poderiam se utilizar da “formo-sulfa” em seu meta-
bolismo, cindindo a molécula e libertando formol. Por outro lado, um simples
fendmeno de hidrélise explicaria a presenca de formol no meio de cultura. De-
pois de verificarmos que a reacdo do formol, quando procedida imediatamente
ap6s a colocacdo do composto formolado no meio de cultura, era negativa, or-
ganizamos o protocolo da tabela IlI.

TABELA 111
s S Resultado ap6s 24 hs.

2 3 g El S &< = 2 arec
S S ¢ = gQ E Sm
S s P = o =2 s = =
= 525 Eo Eo Lo E » 3 °  Cresciment F |

B 5 E 52 a escimento ormo

_u -

1 10 01 . _
2 10 20 01 4-
3 10 20 - — +
4 10 20 0,1 — +
5 10 20 — — +
6 10 20 0,1 — +
7 10 . 20 — - +

Comparando tubos contendo compostos formolados e germes, com outros con-
tendo apenas os primeiros, verificamos ndo haver diferenca entre 0s mesmos, quan?
to a libertacdo de formol, sendo o resultado indicativo de hidrdlise.

A acgdo bactericida evidenciou-se mais uma vez nessa experiéncia, fazendo
crer que ela dependia sempre do formol. Alids, isso ndo seria dificil de ser ve-
rificado, desde que fossem esclarecidas algumas mindcias:

(*) Pesquisa do formol pela reacdo da fenil-hidrazina.
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a) colocando-se no meio de cultura uma substdncia que neutralize o formol
liberado, a “formo-sulfa” deixard de agir ou pelo menos perdera a agdo bac-
tericida. Essa substancia poderia ser o bissulfito de sddio;

b) inibindo a sulfa, pelo acido p-aminobenzéico, e ndo resultando disso o
impedimento da libertacdo do formol, continuariamos a presenciar a mesma agao
bactericida anteriormente verificada.

Provas preliminares puderam demonstrar que o bissulfito de s6dio, mesmo
na quantidade de 20 mg, ndo afeta o desenvolvimento da S. pullorum, e que o
PABA perde sua agdo sObre esta bactéria em quantidade inferior a 5 mg, para
10 cm3 de agua de peptona. A capacidade inibidora do PABA para com a
sulfamida é assegurada na proporgdo de 1:10.

Experiéncia 4.*: «—— Estabelecidas essas premissas, realizamos as experiéncia»
resumidas na tabela V.

TABELA 1V

° © 3 > y g Resultado apdés 24 hs.
@ © < o E > E g a 37°C
E S éaE’ % Q g é 5; § ™

D a »n ()] = i
. g o % § :‘E g < g_g Crescimento Formol
1 10 0,1 _
2 10 10 0,1 + —
3 10 20 0,1 +
4 10 2 0,1 +
5 10 10 20 0,1 + —
6 10 20 2 0,1
7 10 10 2 0,1 +
8 10 10 20 2 0,1 —

Déstes resultados concluimos:

a) que, uma vez neutralizado o formol, a “formo-sulfa” perde a acéo bac-
tericida ;

b) que o PABA ndo inibiu a acdo da “formo-sulfa”.

Experiéncia 5.?: — Como tivemos ocasido de comentar, a “formo-sulfa™ pa-
rece encerrar uma proporcdo de duas moléculas de sulfamida para trés de for-
mol, totalizando um péso molecular préximo a 430. Se assim for, o formol

corresponderd a mais ou menos 20% do total.
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Para verificar se todo o formol integrante do composto era liberado, na
base admitida de 20%, fizemos as experiéncias resumidas na tabela V.

TABELA V
il v o
v © = c o Resultado

@ T c > — € =
_8 j=} P =) e3> n O
> s 2P o o S5, =
= Feo Eo g E P3 e gg Aspecto Formol

o £ a o o 2

w |
1 10 0,1 0,5 limpido
2 10 12 0,1 ” —
3 10 10 0,1 0,7 limpido +
4 10 8 0,1 0,6 v +
5 10 6 0,1 4,2 turvo
6 10 4 0,1 4,2 . _
7 10 2 0,1 53 —
8 10 1 0,1 5,3 > —
9 10 24 0,1 limpido +
10 10 2,0 01 ” N
11 10 1,6 0,1 " +
12 10 1,2 0,1 > +
13 10 0,8 0,1 ” +
14 10 04 0,1 N ¥
15 10 0,2 0,1 0,4 > +
16 10 0,1 0,1 0,4 > +
17 10 0,1 8,3 turv. intensa

De tais resultados concluimos que:

a) Se, de fato, o formol ocupa 20% da molécula, ndo é totalmente libe-
rado em 24 horas. Compare-se o tubo n.9 5 com o tubo n.9 12;

b) pelo valor encontrado no eletrofotémetro, comparando os tubos 8 e 17,
verifica-se que 1 mg de “formo-sulfa” exerceu ainda uma acdo bacteriostatica
eficiente;

c) sempre que a quantidade de “formo-sulfa” foi insuficiente para impedir
a multiplicacdo da S. pullorum, a pesquisa do formol foi negativa, o que reforca
os dados encontrados anteriormente com respeito ao modo de acdo da droga.

Sempre que pesquisavamos formol pela reacdo da fenil-hidrazina, notdvamos
que a reacdo nos tubos que continham “formo-sulfa” era sempre mais intensa do
que aquela observada nos tubos que continham “formo-tiazol”. Isso sugere uma
libertagdo maior de formol pela “formo-sulfa”, dependendo de seu maior indice
de dissociacdo.
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Os compostos sulfo-formolados, em razdo de pequena solubilidade, teriam sua
grande indicacdo terapéutica no tratamento das infeccdes intestinais. Eles preen-
chem um requisito fundamental, que é o da concentracdo no trato intestinal. Sen-
do pouco ou quase nada sollGveis, podem atravessar todo o intestino sem ser pra-
ticamente absorvidos, ao mesmo tempo que libertam formol.

Collier, quando verificou a acdo vibriostatica das fezes de camundongos,
tratados com sulfa-tiazol-formol, ndo deixou transparecer que tal agdo fbsse de-
vida ao formol. As nossas experiéncias indicam fortemente esta possibilidade.

Restava-nos ainda um detalhe a esclarecer. Vinhamos confirmando, de pro-
va em prova, que a sulfamida funcionava como veiculadora de formol, ainda
mais que a presenca de peptona no meio de cultura deveria prejudicar sua pos-
sivel agdo bacteriostatica contra a S. pullorurn. Seria natural que outras subs-
tancias, a exemplo da “formo-PABA”, produtos também de condensacdo de mo-
léculas, apresentassem propriedades bactericidas “in vitro”. Estudando o “Tano-
formio”, condensagdo do tanino com formol, verificamos que, com 5 mg, o0s tu-
bos semeados permaneciam limpidos ap6s 24 horas a 37"C. No entretanto, a
pesquisa do formol no sobrenadante, mesmo ap6s distilacdo, resultava sempre
negativa. De outro lado, a semeadura em placas de agar demonstrava formacéo
de col6nias. Julgamos, a principio, tratar-se de uma forte acdo bacteriostatica,
mas, depois de experimentarmos somente o tanino, verificamos que éste tem o
poder de precipitar a peptona, criando assim um ambiente impréprio a multi-
plicacdo dos germes, sem contudo afetar o “inoculum”. Cremos ser éste o fen6-
meno que se passa “in vitro” com o “Tanoférmio”. E’ possivel que “in vivo”
haja condigbes diferentes e que tal substancia liberte também formol.

CONCLUSOES
Pelo que foi exposto, parece-nos plausivel admitir as seguintes conclusdes:

1) — E’ possivel obter-se um produto cle condensagdo de sulfanilamida com
aldeido fdrmico.

2) & Tal produto, por n6és denominado "formo-sulfa”, apresenta “in viiro”

propriedades bactericidas muito acentuadas, sébre os germes experimentados.

3) — A “formo-sulfa” age como bactericida, indiferentemente sbdbre ger-
mes Cram positivos e Cram negativos, pelo menos “in vitro”.

4) — Tanto a “formo-sulfa” como o “formo-tiazol” agem por fibertacdo de
formol, sendo éste o responsavel pela forte agdo bactericida désses compostos.
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5) — A “formo-sulfa” pode ser experimentada no tratamento de infeccGes
intestinais, porque a sua pouca solubilidade permite que atravesse todo o trato
digestivo sem ser praticamente absorvida.

6) — O é&cido p-aminobenzéico tem propriedades bactericidas contra a Sal-
monella pullorum “in vitro”.

7) — () éacido p-aminobenzéico, condensado com formol, d& origem a urn
composto de grande atividade bactericida, e que age como as sulfas formoladas,
pela libertacdo de formol.

8) — Desde que as sulfanilamidas condensadas com aldeido férmico agem
como veiculo do formol, outra§ moléculas poderdo substitui-las. talvez com maio-
res vantagens.

CONCLUSIONS

1) — It is possible to obtain a product from the condensation of sulfa-
nilamide with formaldehyde.

2) — Such a product, called by the AA. “formo-sulfa”, shows “in vitro”
strong bactericide properties, against the following germs: 5. pullorum, S. ab.
equina, P. avicida, E. coli and M. aureus.

3) — Both the “formo-sulfa” and the “forino-thiazol” liberate formaldehyde.
There is considerable indication in the experiments described that the form-
aldehyde is responsible by the bactericide action of these drugs.

4) — The “formo-sulfa” may be experimented in intestinal infections, be-
cause its low solubility.

5) — The p-aminobenzoic acid has bactericide properties against Salmonella
pullorum “in vitro”.

6) — The p-aminobenzoic acid, condensed with formaldehyde, originated a
compound of great bactericide activity, which acts as the “formo-sulfa”, by liber-
ation of formaldehyde.

7) — If the sulfanilamide condensed with formaldehyde acts as a simple
formaldehyde carrier, other molecules may replace it, perhaps with better ad-
vantages.



266 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 4, fase. 2, 1950

BIBLIOGRAFIA

American Public Health Association — 1941 — Standard methods for the examination
of dairy products..” 8th. ed. New York, Am. Public Health Association

Biiatnagar, S. S. — SA, ,T. de — Fernandez, F. & Divekar, P. V. — 1948 — Chemo-
therapy of cholera with a new sulphonamide compound (“6257”). British Htd.
Jour., 719-23

Cottier, H. O. J. — Harr, Iris F. and W aterhouse, Pamella D. — K)49 — Studies
in the chemotherapy of cholera. 1: The laboratory evaluation of remedies for
cholera. Ann. Trop. Med. Parasitol., 43(2):155-63

Domagk, G. — Heoter, C. — 1944 — Quimioterapia de las infecciones bacterianas. Trad.

2» ed. alemana. Buenos Aires, E. Labor S. A.



