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RESUMO:

Segundo a Organização Mundial da Saúde, a leishmaniose e a tripanossomíase são problemas crescentes de saúde pública, sendo endêmicos particularmente na América Latina. Os fármacos utilizados no tratamento destas doenças foram desenvolvidos há muitas décadas, e apresentam pouca eficácia e fortes efeitos colaterais. As piridoquinolinas são compostos heterocíclicos diazaantracênicos que apresentam propriedades citotóxicas. A importância biológica das piridoquinolinas e o interesse em descobrir novos agentes leishmanicidas e tripanocidas estimularam a síntese de pirido[2,3–g]quinolinas substituídas, e a avaliação do seu potencial leishmanicida e tripanocida. Assim, este trabalho descreve a síntese de piridoquinolinas empregando a reação de termociclização do bis-aduto fenilenodiamínico do ácido de Meldrum. O 2,5-dimetil-1,4-bis[(2,2-dimetil-4,6-dioxo-1,3-dioxano-5-ilidenometil)amino]-benzeno foi obtido em bom rendimento pela condensação do ácido de Meldrum com a 2,5-dimetil-1,4-fenilenodiamina em ortoformato de trimetila. A termociclização em éter difenílico foi acompanhada pela eliminação espontânea de acetona e dióxido de carbono gerando o diazatriciclo, que foi clorado sem prévia purificação com oxicloreto de fósforo originando a 4,9-dicloro-5,10-dimetil-pirido[2,3-g]quinolina, em rendimentos baixos. A reação de substituição nucleofílica com o 2-amino-5-dietilaminopentano foi repetida várias vezes em diferentes condições reacionais, mas não se obteve o produto esperado, necessitando da busca de novos procedimentos e otimização das condições de reação. Os compostos obtidos foram caracterizados por técnicas espectroscópicas de IV e RMN 1H. A avaliação das propriedades leishmanicida e tripanocida foi feita para o composto 4,9-dicloro-5,10-dimetil-pirido[2,3-g]quinolina, porém o mesmo não apresentou qualquer atividade. 
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ABSTRACT:

According to the Health’s World Organization, leishmaniasis and trypanossomiasis are growing problems of public health, being endemic particularly in Latin America.  The medicines utilized in the handling of these illnesses were developed many decades ago, and they show a low efficacy and strong side effects. The pyridoquinolines are heterocyclic diazaantracenic compounds that have showed cytotoxic activity. The biological importance of the pyridoquinolines, and the interest in discovering new leishmanicides and trypanocides agents have been stimulating the synthesis of substituted pyrido[2,3–g]quinolines, and the evaluation of their leishmanicide and trypanocide potential.  So, this work describes the diazatricicles’s synthesis, using the termociclization’s reaction of the fenilenediaminic bis-adduct of Meldrum’s acid. The 2,5-dimethyl-1,4-bis[(2,2-dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxane-5-ylidenomethyl)amino]-benzene has been obtained in good yield by the condensation of the Meldrum’s acid with the 2,5-dimethyl-1,4-phenylenediamine in trimethylorthoformate. The termociclization in diphenylether has been accompanied for a spontaneous elimination of acetone and carbon dioxide generating the diazatricycle, that has been chlorinated without prior purification with phosphorus oxichloride, giving the 4,9-dichloro-5,10-dimethyl-pyrido[2,3-g]quinoline, in low yield. The nucleophilic substitution’s reaction with the 2-amine-5-diethylaminepentane has been repeated several times in different reaction’s conditions, but we haven’t obtained the expected product, needing the search of new procedures and optimization of the reaction’s conditions.  The obtained compounds have been characterized by spectroscopic technicals of IV and RMN 1H. The evaluation of the leishmanicide and trypanocide activity was done for the compound called 4,9-dichloro-5,10-dimethyl-pyrido[2,3-g]quinoline, however it hasn’t even presented any activity.  

Key-words: synthesis, leishmanicide and trypanocide evaluation, pyrido[2,3-g]quinolines.  
1. INTRODUÇÃO


Em pleno século XXI, as doenças parasitárias ainda constituem um dos principais pro​blemas de saúde pública no mundo. A doença de Chagas e a leishmaniose são exemplos de graves doenças causadas por protozoários que continuam a ameaçar prin​cipalmente a população carente (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Há muito tempo, a busca da cura dessas doenças motiva uma parcela de pesquisadores que atuam, em todo o mundo, na química e em outras ciências. Porém, as inúmeras descobertas ainda não levaram a uma solução desses problemas.  É urgente o desenvol​vimento de novos fármacos e o estabelecimento de redes de triagem de produtos naturais ou sintéticos, principalmente nos países onde essas doenças são endêmicas (BASANO; CAMARGO, 2004).

Leishmania spp é um parasita amplamente difundido em várias partes da Ásia, África e Américas Central e do Sul, prevalecendo nos quatro continentes, sendo endêmico em 88 países (REY, 1991). As leishmanioses são doenças em franca expansão e estima-se em 350 milhões o número de pessoas expostas ao risco de transmissão e uma incidência anual de aproximadamente 1,5 a 2 milhões de casos (WHO, 2008; MURRAY et al., 2005).

Semelhantemente, a doença de Chagas, causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi, é endêmica em uma vasta área geográfica do continente americano que abrange o sul dos Estados Unidos até a latitude 43°S na Argentina e Chile, onde se estima que 13 milhões de indivíduos estejam infectados e que cerca de 40 a 50 milhões de pessoas vivem em áreas com risco de transmissão (WHO, 2008). No Brasil, o número de infectados pode chegar a 5 milhões (KROPF et al., 2003). A doença de Chagas constitui um importante problema médico e social em vários países latino-americanos uma vez que, além de acarretar um número considerável de aposentadorias precoces, é uma das principais causas de morte súbita (DIAS, 2000).

Os fármacos utilizados no tratamento destas doenças foram desenvolvidos há muitas décadas atrás e possuem muitos efeitos colaterais, requerem um longo tratamento e possuem um preço muito elevado.

A elipticina, Figura 1, substância encontrada na planta Ochrosia eliptica que cresce na Oceania, foi isolada inicialmente em 1959. Trata-se de um alcalóide incorporando à sua estrutura planar um anel benzênico dimetilado, separando dois núcleos aromáticos nitrogenados. 
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Figura 1 - Estrutura molecular do alcalóide Elipticina

Esta molécula apresenta atividade citotó​xica, onde alguns trabalhos atestam que o interesse clínico se relaciona aos seus efeitos tóxicos limitados (CIRINO et al., 2005). O mecanismo de ação deste fármaco envolve a intercalação com as bases do DNA, tendo-se demonstrado que isto ocorre, preferencialmente, entre os pares citosina-guanina (MOLOCK, 1983).

Estas características da elipticina motivaram pesquisadores no mundo todo a investigar as propriedades de sistemas similares, sendo um exemplo as piridoquinolinas.
Segundo Picó e colaboradores (2001), duas piridoquinolinas, Figura 2, mostraram ótima atividade antiproliferativa, ambas apresentando grupamento alifático com nitrogênio terciário, que aumenta a interação com as bases nitrogenadas do ácido nucléico. Tais estruturas relacionam-se à elipticina por apresentarem anel benzênico metilado entre dois núcleos nitrogenados. 
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Figura 2 - Piridoquinolinas com atividade citotóxica

Dentre os métodos utilizados para a obtenção de piridoquinolinas destaca-se aquele descrito por Matias e colaboradores (1996), cujas etapas são apresentadas na Figura 3.
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(i) CH3COCH2CO2C2H5, EtOH, CaSO4, 80ºC; (ii) Ph-O-Ph, 250ºC (iii) RX, tolueno, KOH 50%,  TBAB; R=(CH2)2N(CH3)2
Figura 3 - Síntese de piridoquinolina alcoxilada via catálise por transferência de fase

Neste contexto, este trabalho contempla a síntese de novas piridoquinolinas como possíveis agentes antiprotozoários. 
2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Material

As análises por espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) foram executadas em equipamento Inova 300 MHz na Universidade Federal do Rio Grande do Sul; os espectros de massa foram realizados em espectrômetro Shimadzu–CGMS–QP–2000–A no IPTB/FURB; os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos em um espectrofotômetro Shimadzu Prestige – 21A no Departamento de Química da FURB; as análises cromatográficas foram realizadas em um cromatógrafo gasoso 17A da Shimadzu no IPTB/FURB.
Todos os reagentes e solventes utilizados foram de pureza analítica e de procedência Merck, Aldrich Chemical Company, Vetec e Carlo Erba.
2.2. Procedimentos de Síntese

Preparação de 2,2-dimetil-1,3–dioxano-4,6–diona (Ácido de Meldrum): Em Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados à temperatura ambiente, ácido malônico (0,25 mol), anidrido acético (0,30 mol) e ácido sulfúrico (0,75 mL), então o meio reacional, sob agitação magnética, foi resfriado em banho de gelo e adicionou-se gota a gota acetona (0,27 mol) mantendo-se a temperatura do meio reacional abaixo de 25ºC. A solução foi agitada por 30 minutos em banho de gelo e levada ao refrigerador por 24 horas. O sólido precipitado foi coletado por filtração a vácuo e lavado com água gelada, sendo recristalizado pela dissolução em acetona (55 mL) à temperatura ambiente e adição de água destilada (110 mL), sendo colocado em banho de gelo por uma hora. O sólido obtido foi filtrado por sucção, lavado com água gelada e seco em estufa a vácuo (25 mmHg e 25 ºC). O ponto de fusão do composto foi de 94-95ºC, em acordo com aquele descrito na literatura (DAVIDSON, 1948), e o rendimento obtido foi de 50%. 

Preparação de 2,5-dimetil-1,4-bis-[(2,2-dimetil-4,6-dioxo-1,3-dioxano-5-ilideno​metil)amino]-benzeno 2: Em um balão de fundo redondo de 125 mL, ácido de Meldrum (70 mmols) foi refluxado com excesso de ortoformato de trimetila (100 mL) por 2 horas. XE "Em um balão de fundo redondo de 125mL, o ácido de Meldrum (10,08 g, 70 mmols) foi refluxado em excesso de ortoformato de trimetila (100 mL) por 2 horas a 80ºC."  A esta solução, a 2,5-dimetil-1,4-fenilenodiamina 1 (30 mmols) foi adicionada e esta mistura foi refluxada por mais uma hora. O produto desta reação foi precipitado com éter de petróleo, filtrado a vácuo e lavado com éter de petróleo. XE "A esta solução, a 2,5-dimetil-1,4-fenilenodiamina (4,08 g, 30 mmols) foi adicionada e a mistura foi refluxada por mais uma hora. O produto desta reação foi precipitado com éter de petróleo, filtrado a vácuo e lavado com éter de petróleo."  Sólido amarelo (60%): P.F.: 262ºC (dec.); (lit. 262oC dec., CASE, 1962); IV (KBr, cm-1): 3164, 3050, 2986, 1726, 1670.
Preparação de 5,10-dimetil-1,6-diidropirido[2,3-g]quinolina-4,9-diona 3: Em um balão de fundo redondo de 50 mL, o aduto do ácido de Meldrum 2 (1 mmol) foi refluxado em éter difenílico (20 mL) em ebulição (250 ºC) por 5 minutos. A mistura foi resfriada à temperatura ambiente, e então foram adicionados 20 mL de n-hexano, precipitando um sólido que foi filtrado por sucção e lavado com n-hexano. XE "A mistura foi resfriada à temperatura ambiente, e a ela foram adicionados 20 mL de n-hexano. O sólido que precipitou da mistura foi filtrado a vácuo e lavado com  n-hexano."  Sólido marrom (58%): P.F.: > 300ºC (dec.) (lit. acima de 300oC, CASE, 1962); IV (KBr, cm-1): 3250, 1627, 1570, 1558, 1519, 1217.
Preparação de 4,9-dicloro-5,10-dimetilpirido[2,3-g]quinolina 4: À pirido[2,3-g]quinolona 3 (0,026 mol) adicionou-se oxicloreto de fósforo (POCl3) recém destilado (12,5 mL) em um balão de fundo redondo de 100 mL. A mistura foi aquecida por 1 hora a 90 ºC. Após resfriar, a mistura foi adicionada, lentamente, a uma solução de hidróxido de amônio 25% em ba​nho de gelo e com agitação, mantendo-se o meio reacional gelado e básico.  XE "O meio reacional foi adicionado a uma solução de hidróxido de amônio 25% , em banho de gelo e com agitação, gota a gota, mantendo sempre o meio gelado e básico." Ao término da adição, o precipitado amarelo obtido foi filtrado por sucção, lavado com água e após com n-hexano, e foi purificado por cromatografia em coluna utilizando-se clorofórmio. Sólido amarelo (9%): P.F: 224ºC; IV (KBr, cm-1): 1597, 1512, 1487, 1375, 1238,  700. RMN 1H (CDCl3, 200 MHz) δ 3,56 (s, 6H); 7,53 (d, J=4,2 Hz, 2H); 8,82 (d, J=4,2 Hz, 2H); RMN 13C (CDCl3, 50 MHz) δ 16,2; 126,2; 129,3; 138,2; 148,6; 160,7; EM: m/z = 276 (M+). 

Preparação de N4,N4'-(5,10–dimetilpirido[2,3-g]quinolina-4,9-diil)bis(N1,N1-dietilpentano-1,4-diamina) 5: O composto 4, 4,9-dicloro-5,10-dimetilpirido[2,3-g]quinolina (0,96 mmol), foi aquecido com 2-amino-5-dietilaminopentano (2,3 mmols) por 8 horas a 140ºC. Após resfriar a solução, procederam-se várias lavagens com hidróxido de amônio 10%, seguidas de extração com diclorometano (5x25mL). A fase orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro e o solvente retirado em evaporador rotatório, fornecendo um óleo castanho, que foi purifi​cado por cromatografia em coluna “flash” utilizando-se metanol/hidróxido de amônio em gradiente de concentração da base de 1% a 15%, obtendo-se um óleo castanho.
2.3. Protocolos para avaliação da atividade biológica
Os compostos foram solubilizados em dimetilsulfóxido na concentração de 50 mg/mL, filtrados em membrana de 0,22 (m e mantidos a 4°C até o uso. Como drogas controle foram utilizadas o cristal violeta e o benzonidazol (Rochagan®) para os experimentos com T. cruzi e a anfotericina B para Leishmania spp.

Foram utilizadas formas epimastigotas de cultura, tripomastigotas sangüíneas e amastigotas de cultivo celular da cepa Y de T. cruzi e amastigotas de cultivo celular e promastigotas de cultura de Leishmania braziliensis (cepa L-2904), L. amazonensis (cepa H1) e L. chagasi (cepa PH8) mantidos no Laboratório de Protozoologia da UFSC.

Os ensaios foram realizados em placas de culturas de 96 orifícios Nunc(, contendo concentrações em ordem decrescente: 500, 100, 20, 5 e 1(g/mL do composto em um volume final de 200 (L contendo 5x106 epimastigotas ou pro​mastigotas/mL. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1. Sínteses
Para a obtenção do núcleo pirido[2,3-g]quinolínico substituído, inicialmente foi necessária a síntese do ácido de Meldrum, que foi obtido pela reação de condensação do ácido malônico e acetona na presença de anidrido acético, utilizando ácido sulfúrico concentrado como catalisador (DAVIDSON, 1948), Figura 4. 
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Figura 4 - Preparação do ácido de Meldrum
A reação entre o ácido de Meldrum com ortoformato de trimetila formou o derivado metoximetilênico do ácido de Meldrum, 5-metoximetileno-2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona, que não foi isolado, e reagiu em seguida com 2,5-dimetil-1,4-fenilenodiamina 1 para a formação do aduto do ácido de Meldrum 2, Figura 5.
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(i) Ortoformato de trimetila, Ácido de Meldrum, 80 ºC, 2h; (ii) Éter difenílico, 250 ºC, 5 min; (iii) Oxicloreto de fósforo, 90 ºC, 1h; (iiii) 2-amino-5-dietilaminopentano, 140 ºC, 8h.
Figura 5 - Rota sintética proposta para a síntese do núcleo pirido[2,3-g]quinolínico substituído
O aduto do ácido de Meldrum 2 foi formado com rendimento de 60% e apresentou-se como um sólido amarelo e sua pureza foi avaliada por cromatografia em camada delgada. O mesmo apresentou um ponto de fusão de 262ºC, compatível com o descrito na literatura (CASE, 1962).

O composto 2 foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho, apresentando as seguintes bandas características: em 3164 cm-1 deformação axial de N-H, em 3050 cm-1 deformação axial de C-H aromático, 2986 cm-1 deformação axial de C-H alifático, e duas bandas em 1726 e 1670 cm-1, do sistema vinílogo de amida –N-C=C(C=O)2 (SILVERSTEIN, 2000).
Para a obtenção de 3 reagiu-se o aduto do ácido de Meldrum 2 em éter difenílico, ocorrendo liberação de dióxido de carbono e acetona, resultando em um produto com rendi​mento de 58%. O ponto de fusão foi acima de 300 ºC com decomposição, de acordo com o descrito na literatura (CASE, 1962). O composto 3 apresentou-se como um sólido marrom e o grau de pureza foi avaliado por cromatografia em camada delgada. Foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho, apresentando as bandas características em 3250 cm-1 de deformação axial de N-H, em 1627 cm-1 a deformação angular de N-H, em 1570 cm-1 deformação axial de C=O, em 1558 cm-1 e 1519 cm-1 tem-se a banda de deformação axial de C=C e em 1217 cm-1 a banda referente à deformação axial de C-N. 

Através de uma reação de adição seguida de eliminação na pirido[2,3-g]quinolona 3 com oxicloreto de fósforo obteve-se o composto 4, que se apresentou como um sólido amarelo e depois de filtrado a vácuo e lavado com água e hexano, apresentou um rendimento de 30%. Após várias tentativas de purificação através de cromatografia em coluna com diferentes sistemas de solventes, os melhores resultados foram obtidos utilizando-se clorofórmio. O rendimento obtido após purificação foi de 9% e o ponto de fusão foi de 224ºC, de acordo com a literatura (CASE, 1962).

A pureza de 4 foi avaliada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas, apresentando picos em 8,788 e 8,893 minutos que representam a relação m/z 276 que confere com o pico do íon molecular e pico base da molécula proposta. Pela quantificação relativa por normalização de área, o composto 4 apresenta 83,64% de pureza.

O composto 4 também foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho, que mostrou absorções na região de 1597, 1512, 1487, 1375 e 1238 cm-1, atribuídas às deformações axiais de C=C e C=N do anel aromático, bandas características de heterociclos nitrogenados, e em 700 cm-1 deformação an​gular fora do plano de C-Cl.

A análise de RMN de 1H mostrou um singleto em 3,56 ppm, inte​grando 6 hidrogênios, relacionado às metilas ligadas ao anel benzênico; um dubleto em 7,53 ppm (J=4,2 Hz) atribuído ao hidrogênio próximo ao cloro no anel (–deficiente; um dubleto em 8,82 ppm (J=4,2 Hz) refe​rindo-se aos dois hidrogênios α aos nitrogênios. 

Na tentativa de se obter o derivado substituído 5, foi realizada uma reação de substituição nucleofílica aromática no núcleo pirido[2,3-g]quinolínico clorado 4. Assim, o composto 4 foi mantido em aquecimento com 2-amino-5-dietilaminopentano a 140oC por oito horas. Após neutralização do meio reacional através de sucessivas lavagens com hidróxido de amônio 10% e extração com diclorometano, a solução foi seca com sulfato de sódio anidro e o solvente evaporado em evaporador rotatório, fornecendo um óleo castanho. O mesmo foi purificado por cromatografia em coluna “flash” utilizando-se como eluente uma solução de metanol/hidróxido de amônio.
O produto purificado se apresentou como um óleo castanho, o qual foi submetido à caracterização por espectrosco​pia de infravermelho, porém, a falta de bandas características de amina (deformação axial de N-H na região de 3200 a 3400 cm-1) leva a sugerir que provavelmente a reação não ocorreu. Esta reação foi repetida mudando-se as condições experimentais como tempo, temperatura e proporção dos reagentes, no entanto, o produto obtido foi sempre o mesmo óleo castanho.
3.2. Avaliação das propriedades biológicas dos compostos obtidos
Foi feita a avaliação das propriedades leishmanicida e tripanocida do composto 4,9-dicloro-5,10-dimetilpirido[2,3-g]quinolina 4, mas este não apresentou qual​quer atividade.
4. CONCLUSÃO
A síntese da 4,9-dicloro-5,10-dimetilpirido[2,3-g]quinolina aconteceu através de três etapas reacionais, com baixo rendimento, a partir da 2,5-dimetil-1,4-fenilenodiamina comercial.

A metodologia proposta para a síntese do núcleo pirido[2,3-g]quinolínico substituído com o nucleófilo nitrogenado 2-amino-5-dietilaminopentano apresentou dificuldades. Foram feitas várias tentativas de reação variando parâmetros como tempo e temperatura, mas sem sucesso.

Portanto, é necessária a busca de melhores condições de reação de substituição e a mesma deverá ser repetida visando melhores resultados, e complementar a caracterização deste produto através de técnicas espectroscópicas convencionais para posterior avaliação de suas propriedades leishmanicida e tripanocida in vitro.
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