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TETRACYCLINE, OXYTETRACYCLINE AND CHLORTETRACYCLINE COMPLEXATION
WITH COPPER (II). POTENTIOMETRIC STUDY. Stability constants of complexes formed by
copper (II) with three different tetracyclines (tetracycline, oxytetracycline and chlortetracycline)
have been determined potentiometrically with an automatic system in aqueous medium at 25,0 =
0,2 °C and I = 0,1 mol L' NaNO;. The protonation constants of the three tetracyclines were also
determined under the same conditions. The distribution of the complexes was then simulated at

therapeutic levels of the drugs.
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INTRODUCAO

As Tetraciclinas (TC) representam uma das mais importantes
familias farmacolégicas e, tendo em conta o seu largo espectro
de ac¢@o antibacteriano, sdo usadas, como tratamento de primei-
ra escolha, nas infec¢bes bacterianas causadas por chlamydia,
rickettsia, mycoplasma, brucella e spirochaeteae'. Sio ainda
frequentemente utilizadas em medicina veterindria, em nutricio
animal e em aditivos alimentares destinados a uso pecudrio.

As Tetraciclinas constituem um grupo de substancias cris-
talinas de natureza anfotérica, que contém um esqueleto co-
mum, hidronaftacénico (Figura 1). Devido ao facto de, na sua
estrutura quimica, existir um grande ndmero de possiveis lo-
cais de ligagio, as TC em solucdo formam, com grande faci-
lidade, complexos metdlicos. Como tal, nos fluidos biolégi-
cos, o seu mecanismo de ac¢do é fortemente dependente da
presenga de ides metalicos®. Alguns trabalhos anteriormente
descritos na literatura mostram que, a presenca de co-factores
(ides metdlicos) deve ser considerada na avaliagio do meca-
nismo de acc¢do das TC em sistemas biolégicos, embora o seu
papel no desenvolvimento da acc¢iio antibacteriana ainda nio
esteja bem definido. O conhecimento das interac¢des sofridas
por estes antibiéticos com metais poderd ajudar a melhor
compreender a sua actuagdo em mecanismos fisiolégicos es-
pecificos, bem como a planear métodos de doseamento mais
eficazes e rdpidos, que possam competir favoravelmente com
os métodos oficiais™?,

B

Figura 1. Estrutura quimica da tetraciclina (TC).
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A importancia do estudo das interaccdes desta familia de
compostos com o catidio cobre deve-se ao facto de este metal
estar presente em concentragdes aprecidveis, quer nos flui-
dos biolégicos quer em preparagdes multivitaminicas, usual-
mente administradas durante tratamentos com antibidticos.
Além disso, o recurso a métodos de doseamento, baseados
na formagdo de complexos corados das TC com o catido Cu
(I tem sido frequentemente proposto®®. As propriedades
complexantes desta familia de drogas tém sido muito estu-
dadas anteriormente contudo, os valores das constantes de
estabilidade correspondentes & formagdo de complexos entre
o ifo cobre (II) e as TC descritos na literatura nao sdo con-
cordantes®!! ¢ nem sempre consideram a existéncia das
mesmas espécies em solugdo aquosa razdo, pela qual estas
devem ser reavaliadas.

O trabalho apresentado teve como objectivo a determina-
¢do das constantes de estabilidade dos complexos formados
pelo catido Cu (II) e trés tetraciclinas (tetraciclina - TCH,
oxitetraciclina - OTCH e clortetraciclina - CTCH). As cons-
tantes de estabilidade foram determinadas por titulagdo po-
tenciométrica usando um eléctrodo de vidro em condigdes
experimentais andlogas as utilizadas na determinacio das
constantes de acidez de cada uma das tetraciclinas. Os da-
dos experimentais foram analisados com os programas
Superquad!? e Best!?,

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucées

Todas as solugdes foram preparadas com dgua bidesionizada,
isenta de CO,, (condutividade especifica < 0,1uS cm'l) e com
reagentes de qualidade pro-andlise ou semelhante, sem qual-
quer purifica¢fo adicional.

A solugdo de HNOs, de concentragdo 0,1000 mol L' foi
obtida a partir de ampola Titrisol (Merck 9973). As solugdes
de NaOH, isentas de carbonato, foram mantidas em atmosfera
de N, e padronizadas por titulagdo potenciométrica.

As solugdes mie das Tetraciclinas (TC), obtidas na forma
de cloridratos (Sigma), foram preparadas diariamente por pesa-
gem rigorosa do respectivo sélido, sendo mantidas, entre os
ensaios, no frigorifico ao abrigo da luz.

A solug@o de nitrato de cobre foi preparada a partir de uma
solugdo padrio de cobre, de concentragdo 0,1 mol L da
ORION (Ref. 942906).
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Determinacio potenciométrica das constantes
de acidez e estabilidade

As medidas potenciométricas foram efectuadas num sistema
automdtico constituido por um potenciémetro Crison 2002 (sen-
sibilidade de * 0,1 mV), uma microbureta Crison 2031, coman-
dados por um micro-computador que permitia o controlo dos
ensaios e a aquisi¢do dos dados e ainda o tratamento matemati-
co dos dados experimentais. A célula electrolitica usada era
constituida por um eléctrodo de dupla jungdo AgCl / Ag, ORION
90-00-02 (como solugiio de referéncia externa usou-se uma so-
lugdo de NaNO; 0,1 mol LYY e um eléctrodo de vidro, Russel
SWL. A temperatura dos ensaios foi mantida constante a 25 £
0,2°C fazendo circular dgua termostatizada por uma cuba de
dupla parede, Crison. Todas as titulagdes foram efectuadas em
atmosfera de azoto, fazendo borbulhar inicialmente o azoto na
solugdo a titular. A calibragdo do sistema foi feita usando, o
método de Gran'®, em termos da concentragio de ides
hidrogénio, por titulagio de dcido forte/base forte [HNO;3 (0,001
mol L1)/NaOH isento de carbonato (0,01 mol LN com forga
iénica ajustada a 0,1 mol L' com NaNO;.

As constantes de acidez das TC foram determinadas por
titulagdo de 20,00 mL de uma solugdo aquosa (I = 0,1 mol
L' com NaNO3) de Tetraciclina (=7x10* mol L' em TC e
1x107? mol L' em HNO3) com uma solugio de NaOH =
0,02 mol L', As constantes de estabilidade dos complexos
Cu (II) / TC foram determinadas por titulagdo potenciomé-
trica de 20,00 mL de uma solugio aquosa (I=0,1 mol L,
NaNO;) de Tetraciclina (=7x10™* mol L' em TC, =1x10?
em Cu(NO3); e 1x10 mol L' em HNO3) com uma solugio
de NaOH = 0,02 mol L', Foram efectuados ensaios varian-
do a razdo de concentragbes Cu / TC (1:1; 1:2 e 2:1).

Os cdlculos foram efectuados com os dados obtidos em pelo
menos seis titulagdes independentes, cada uma das quais com
pelo menos 20 pontos experimentais usando os programas para
computador Superquad'? e Best'®. Em todos os modelos utiliza-
dos para os célculos considerou-se a existéncia dos equilibrios
correspondentes as protdlises dos ligandos e do ido cobre (II).
Os erros associados aos valores das constantes apresentados neste
trabalho foram calculados pelo método proposto por Albert e
Sergeant'® no qual o erro é igual A diferenga maxima entre o
logaritmo da média dos logaritmos dos valores de constantes
calculados nos vérios ensaios e os seus valores individuais.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Constantes de acidez das TC

As constantes de acidez determinadas para a TCH, OTCH e

CTCH nas condigbes experimentais referidas anteriormente nes-
te trabalho e o intervalo de pH usado na aquisi¢fo dos dados séo
apresentadas na Tabela 1. Para as tetraciclinas estudadas
(LH5*CI representa a forma protonada) os dados experimentais
foram obtidos no intervalo de pH de 2,5 a 10,0. Os valores de
pK. para a TCH e seus derivados sdo extensivamente descritos
na literatura (Tabela 2) e os valores descritos sdo muito seme-
lhantes aos apresentados neste trabalho'""'%", As constantes de
acidez destes compostos sdo usualmente atribuidas a dissociagdo
do grupo tri-carbonil metano (sistema amidico) (A) para pKyj, a
dissociacdo do sistema fenol-dicetona (B) para pK,; e a ionizagdo
do grupo dimetil aménio (C) para pK,3 (Figura 1)!}'6,

Tabela 2. Constantes de acidez das tetraciclinas CTCH, OTCH
e TCH.

Iaio p q r Espécies CTCH OTCH TCH

H* 1 0 -1* [H)L] 3,360
1 0 -2* [HLY 11,866
1 0 -3* [LP* 22,3216
1 0 -1 [H,L] 2,78!!
1 0 -2 [HLY 10,33"!
1 0 -3 [L1* 19,8141
1 0 -1* [H.L] 3,247 316'7 3267
1 0 -2* [HLY 10,497 10,537 10,04"7
1 0 -3* [L* — — —
1 0 -1 [H,L] 3,301 3,278 3308
1 0o -2 [HLI 10,74'" 10,59"® 10,98'"
1 0 3P [LP* — — —
1 0 -1° [H.L] 3279 — 3,339
1 0 -2 [HLY 10,59" — 10,03
1 0 -3 [L* — — —

® Forga i6nica fixada a 0,1 mol L"!
® Valores de pK, extrapolados para for¢a i6nica zero.

Complexos de Cobre (II) com as TC

Muitos tém sido os trabalhos realizados anteriormente com
o objectivo de conhecer e quantificar as propriedades comple-
xantes desta famflia de drogas de forma a relaciond-las com a
actividade bioldgica contudo, os valores das constantes de es-
tabilidade correspondentes a formaciio de complexos entre o
ido cobre (II) e as TC descritos na literatura ndo sio concor-
dantes ¢ nem sempre consideram a existéncia das mesmas es-

pécies em solugio aquosa, pelo que devem ser reavaliadas®!!.

Tabela 1. Constantes de acidez e complexacgio calculadas para solugdes aquosas de Cobre (II) / TC.

Ido p q r Espécies ApH log B
Possiveis
CTCH OTCH TCH
H* 1 0 -1 [H,L] 2,5-10,0 -3,2940,03 -3,3440,02 -3,4210,02
1 0 -2 [HLY 2,5-10,0 -10,54+0,02 -10,7410,03 -11,0140,02
1 0 -3 [L1* 2,5-10,0 -19,6240,06 -19,89+0,06 -20,10+0,07
Cu* 1 1 -1 CuH,L 28-75 0,73+0,06 . 0,48+0,09
1 1 -2 CuHL 2,8-7,5 -2,9340,06 -2,8410,05 -2,60+0,08
1 1 -3 CuL 2,8-7,5 -9,2710,06 -9,40+0,05 -8,5540,06
2 1 -2 CuH4L, 2,7-9,0 0,85%0,10 0,70+0,07 0,51£0,09
2 1 -3 CuH;L, 2,7-9,0 -2,55+0,10 -3,33+0,09 -2,55+0,09
2 1 -4 CuH,L, 2,7-9,0 -7,53%0,09 -7,5810,08 -7,5240,08
2 1 -5 CuHL, 2,7-9,0 -15,90£0,10 -17,35+0,08 -14,8240,08
2 1 -6 CuL, 2,7-9,0 - -26,37+0,09 -

Os simbolos p, g e r sdo usados nos programas para indicar os coeficientes estequiométricos associados com os possiveis equili-
brios em solugdo.: p, coeficiente do ligando, g, cobre (II), e r, protdes.
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As TC reagem com o cobre (II) formando complexos esta-
veis. O cobre (II), (d9) € a forma mais estdvel em solugdo aquo-
sa tendo o Cuuq2+ iio uma estrutura octaédrica distorcida for-
mando preferencialmente complexos com geometria octaédrica,
embora também possam existir complexos tetraédricos. Nos com-
plexos com o ifio cobre (II), os 4tomos doadores dos ligandos
estdo, normalmente ligados no plano tetragonal (equatorial) sen-
do menor a tendéncia de coordenagdo nas posi¢des axiais e por
esta razdo usualmente coordena com quatro dtomos doadores,
embora, por vezes, coordene com cinco dtomos, sendo as restan-
tes posigdes ocupadas por moléculas do solvente?02,

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores das constantes de
estabilidade (logf) determinados para os complexos de cobre
() com a TCH, OTCH e CTCH, assim como o intervalo de
pH no qual se obtiveram os dados experimentais.

Para o sistema bindrio Cu (If) / TC o modelo que melhor
corresponde aos dados obtidos assume a presenga em solugio
das seguintes espécies de cobre (II): para TCH e CTCH,
[CuH,L]?*, [CuHL]*, [CuL], [CuH4L2]**, [CuHsL,]*, [CuH,L,)
e [CuHL,]" e para OTCH, [CuHL]*, [CuL], [CuH4L,]*,
[CuH;L,]*, [CuH,L,], [CuHL ] e [CuL,]%; nestas férmulas H,L
representa a forma neutra das TC.

Os resultados obtidos para as trés tetraciclinas estudadas
sdo semelhantes entre si, com a excepgdo da espécie [Culy]®
que s6 foi determinada para a OTCH.

Na Figura 2 representam-se as curvas de titulacdo potencio-
métrica com NaOH de uma solu¢io de TCH de concentracdo =
7x10* mol L' e de uma solugio de TCH de concentragdo =
7x10* mol L! e Cu(NOs), de concentragio = 7x10™* mol L7,
ambas com forca i6nica ajustada a 0,1 mol L' com NaNOs. A
diferenga existente na variagdo dos valores de pH ao longo da
titulagdo para as duas solugbes deve-se 2 formagdo de novas
espécies em solugdo, resultantes de interacgdes entre a TCH e o
catido cobre (II), com a consequente libertagdo de ides H" que
se traduz por uma diminui¢io do pH relativamente a curva cor-
respondente 2 solu¢do de TC na auséncia de Cu (II). Esta dife-
renga comega a ser significativa para os valores de pH préximos
de 2, valor que corresponde ao pH acima do qual h4 formagio
de complexos entre o ligando e o catifio cobre (II), como pode
ser observado na Figura 3, que representa o diagrama de distri-
bui¢do das espécies presentes em solugdo em fungdo do pH.
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Figura 2. Curvas de titulagdo potenciométrica com NaOH de uma
solugdo de TCH (= 7x10* mol L'l) () e de uma solu¢cdo de TCH
(= 7x10 mol L'') e Cu(NO3);s (= 7x10°* mol L) (M.

Como o valor do pK,; da TCH é de 3,42, solugbes aquosas
de pH = 3, contém como espécie predominante a TCH na for-
ma neutra (H;L) e o complexo com o ifio cobre (II) que se

forma corresponde a Cu(H,L),. Nestas condicdes, o ligando
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Figura 3. Diagrama de distribui¢do das espécies em fungdo do pH.
I - HoL; 2- HL; 3-L%; 4-CuHL; 5-CuL; 6- CuH,L; 7-CuH,L;; 8-
CuH_qu_. 9-CMH2L2,' e 10 CuHLz.

actua provavelmente como monodentado. Maior evidéncia para
o comportamento monodentado do ligando na forma neutra
pode ser obtida pela aplicagio do método AlogK %°, no qual

Alogk =logKGuti?t), — logK &g, 1y

aos complexos de cobre (II) presentes em solugdo. O valor cal-
culado de AlogK = - 0,5, para TCH, situa-se no intervalo - 0,5
e - 0,8, caracteristico de um tipo de ligagdo monodentada, en-
quanto que o intervalo dos valores caracterfsticos para ligandos
bidentados é - 1 e -2. O valor da constante de complexagio
correspondente a formagdo da espécie Cu(H,L) determinado
neste trabalho (3,90) € inferior ao descrito na literatura (4,29)°.

Os valores de pK ¢y, 1, encontrados (OCTH 7,38, CTH 8,18 ¢
TCH 7,35) sdo semelhantes aos descritos na literatura (OCTH 6,0
e TCH 7,31)°. No caso da CTCH ndo se encontra descrito na
literatura nenhum valor correspondente a esta constante.

No diagrama de distribuicdo das espécies em fungdo do
pH (Fig.3), verifica-se também, que para valores superiores a
pH = 3 e inferiores a pH = 7 os complexos de cobre (II)
predominantes em solucdo sio CuHL e CuHs;L,. Os valores
de pK &Y encontrados (OCTH 7,90 e CTH 7,61 e TCH 8,41)
sdo semelhantes aos descritos na literatura. (OCTH 8,96 ¢
CTH 7,59 ¢ TCH 8,88)°.

A concentra¢do méxima da espécie CuH,L, aparece em solu-
¢do para um valor de pH = 6,5. Os valores de ng:(HL) encontra-
dos (OTCH 13,40, CTH 13,55 e TCH 14,50) sdo semelhantes a0s
descritos na literatura. (CTH 11,36 ¢ TCH 13,26)”, no entanto nio
aparece descrito na literatura nenhum valor no caso da OTCH.

As trés tetraciclinas actuam provavelmente como ligandos
bidentados estabelecendo-se a ligagdo através do sistema
fendlico - dicetona (C;¢-C;-Cy3) (B), formando um quelato de
seis membros!’. No complexo CuH,L,, os ligandos (HL) coor-
denam, provavelmente, o ido metdlico como um ligando
bidentado, originando uma estrutura planar-quadritica com o
catiio cobre na qual duas moléculas de dgua poderdo coorde-
nar fracamente nas posi¢es axiais. Além disso, para confirmar
o comportamento bidentado das tetraciclinas na forma
desprotonada, pode recorrer-se a aplicagio do método de
Alogk®, no qual

AlogK =log K&ttt — log K&l

aos seus complexos de cobre presentes em solugio. Os valores
de AlogK calculados nos trés casos, OCTH AlogK = - 1,9; para
TCH AlogK = - 2,32 e para CTH AlogK = - 1,55, encontram-
se no intervalo —1 e -2 caracteristico da coordenagdo de
ligandos bidentados com o iZo cobre.

Os resultados obtidos potenciometricamente, permitem, com
base no conhecimento da estrutura quimica do ligando e do ifio
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metdlico, fazer alguns comentérios sobre a estrutura dos com-
plexos formados e, embora ndo exista descrita, uma opinido
consensual quanto ao local de coordenacfo das TC, relaciona-
los com os referidos na literatura a partir de dados obtidos por
diferentes técnicas.

Estudos realizados anteriormente por Day??, usando técnicas
baseadas em fluorescéncia e dicroismo circular, sugerem que, em
solugdio, ocorre quelatagdo no sistema dicetdnico (Cyg, Cyy, Co,
Fig.1) das TC. Conover?}, baseado em dados obtidos por
espectrofotometria, concluiu que o local para ligacdo das TC a
metais se situava no grupo enolizado B-diceténico em Cy - Cys,
hipétese também confirmada por estudos de espectrometria de
infra-vermelho realizados por Hassam'®. Nos trabalhos referidos,
admite-se que as tetraciclinas funcionam como ligandos bidentados
que formam quelatos com o catido cobre (II), e da andlise dos
diagramas de distribuigdo (Figura 3) infere-se que as espécies cor-
respondentes a este tipo de complexos (CuH,L,, CuHL;) existem
em solugdo em concentragdes significativas para valores de pH =
pKa * 1, o que permite admitir que a espécie formada na segunda
protdlise estd envolvida na formacdo deste complexo. No mesmo
diagrama de distribuigfio, verifica-se que para solugdes de pH
correspondentes & terceira protélise (pH=9) a concentragdo destes
complexos ¢ inferior a que existe para valores de pH menores, o
que sugere que o grupo dimetilamino ndo estd envolvido nesta
coordenagao A teorla da ligagdo ao grupo-A proposta por
Mitscher® e Doluisio® sugere que a quelatagio ocorre no grupo
dimetilamino, entre C4 e 0 dtomo de oxigénio do grupo hidroxilo
em Cs, ou C;. De acordo com Baker 20 baseado em estudos de
espectrometria de reflectincia, o grupo dimetilamino ndo inter-
vém na coordenagio, e a quelatagio ocorreria por intermédio dos
dtomos de oxigénio, provavelmente do sistema (A).

Os valores das constante de complexacfo correspondentes a
formagdo da espécie CuL (OCTH 10,49 ¢ CTH 10,35) sido
semelhantes aos encontrados na literatura: (OCTH 12,44 ¢ CTH
10,68)". Para o caso da TCH o valor encontrado foi de 11,55
ndo se encontrando descrito na literatura nenhum valor para
efeito de comparag@o. Esta espécie existe em solugdo para
valores de pH superiores a 7,5 pois a estes valores de pH co-
meca a ser significativa a concentracido da espécie totalmente
desprotonada correspondente as tetraciclinas.

Para todas as tetraciclinas estudadas foi determinado o va-
lor da constante de estabilidade correspondente a4 formagdo de
CuHL,; e, pela andlise do diagrama de distribui¢io das espécies
existentes em solu¢do em fungdo do pH, verifica-se que a con-
centracdo méaxima desta espécie em solucdo se verifica para
valores de pH préximos de 7,5.

O valor da constante de complexacfo correspondente a for-
magdo de Cul, para a espécie OTCH determinado (13,41) é
inferior ao descrito na literatura (15,34)°. Para as outras
tetraciclinas estudadas nfio aparecem valores na literatura cor-
respondentes a esta constante. Este valor é pequeno relativa-
mente ao do complexo CuL, o que poderd dever-se a formagéo
dum complexo de cobre (II) com um ligando tridentado, onde
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as moléculas de dgua das posi¢des axiais poderdo ser substitu-
idas por uma das fun¢des do ligando.
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