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RESUMO

A producdo agricola brasileira vem numa crescente expansdo e o desenvolvimento de
novas tecnologias sdo necessarias para garantir um desenvolvimento mais sustentavel
além de ser uma forma de beneficiar esse setor com o intuito de manter o pais entre 0s
maiores produtores e exportadores mundiais. A ocorréncia de pragas nas culturas de
importancia econdmica vem ganhando mais importancia devido ao modo de plantio e a
elevacdo da temperatura média anual. 1sso tem causado perdas consideraveis, além de
elevar os custos de producdo, uma vez que 0s agroguimicos ainda sdo os mais utilizados
para 0 controle desses insetos. O controle comportamental, a partir do uso de
semioquimicos, € um componente importante no Manejo Integrado de Pragas (MIP), pois
sdo produtos seguros e inofensivos ao meio ambiente. O presente trabalho teve como
objetivo identificar compostos volateis em Ascia monuste orseis, praga das brassicas,
além de preparar, individualmente, componentes feromonais de trés outras pragas: o
acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila, componente principal do feroménio sexual de
Pectinophora gossypiella e Sitotroga cerealella, pragas do algodoeiro e graos
armazenados, respectivamente; o acetato de (Z,2)-7,11-hexadecadienila, também
componente principal do feroménio de P. gossypiella; e o (Z,2)-7,11-hexadecadienal,
componente do feromdnio de Phyllocnistis citrella, praga dos citros. A obtencdo dos
compostos volateis foi realizada por headspace dinamico e extracdo por solvente. As
amostras foram analisadas por CG, CG/EM e CG/EAG. As antenas de A. monuste foram
analisadas em MEV. Um composto macho-especifico foi identificado como sendo o (E)-
3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno. Além disso, 12 hidrocarbonetos presentes nos extratos de
ovipositor, clasper, asas anteriores e posteriores incitaram resposta eletroantegrafica em
machos e fémeas. Nas antenas foram identificadas cerdas de Bshm, sensilas céticas,
escamiformes, basiconicas, celocbnicas e tricoides. Em relacdo a sintese dos
componentes feromonais, as etapas chave da rota proposta séo reacdes de acoplamento
de haletos com alcinos para crescimento da cadeia. O intermediario 2-(7-octiniloxi)-
tetraidropirano, comum a todas as rotas, foi obtido em trés etapas com 50,5% de
rendimento. O intermediario 1-bromooct-3-ino foi obtido em quatro etapas com 61% de
rendimento. A identificacdo dos volateis produzidos por A. monuste, o estudo
comportamental deste inseto, bem como a rota sintética proposta para a preparagdo dos

feromonios de P. gossypiella, S. cerealella e P. citrella contribuem significativamente



para o desenvolvimento de ferramentas de controle e monitoramento dessas pragas de

maneira sustentavel.

Palavras-chave: semioquimico; Ascia monuste orseis; Pectinophora gossypiella;

Sitotroga cerealella, Phyllocnistis citrella.



ABSTRACT

Brazilian agricultural production is constantly growing. Development of new
technologies is necessary to ensure a more sustainable development, in addition to being
a way to benefit this sector to keep the country among the largest producers and exporters
in the world. The occurrence of pests in economically important crops is gaining more
importance due to the way of planting and the rise in the average annual temperature.
This has caused considerable losses, in addition to raising production costs, since
agrochemicals are still the most used to control these insects. Behavioral control, based
on the use of semiochemicals, is an important component in Integrated Pest Management
(IPM), as they are safe and environmentally friendly products. The present work aimed
to identify volatile compounds in Ascia monuste orseis, a Brassicaceae pest, in addition
to preparing, individually, pheromonal components of three other pests: (Z,E)-7,11-
hexadecadienyl acetate, the main component of the pheromone sex of Pectinophora
gossypiella and Sitotroga cerealella, cotton pests and stored grains, respectively; (Z,2)-
7,11-hexadecadienyl acetate, also the main component of P. gossypiella pheromone; and
(Z,2)-7,11-hexadecadienal, a component of the pheromone of Phyllocnistis citrella, a
citrus pest. The compounds were obtained by dynamic headspace and solvent extraction.
Samples were analyzed by GC, GC/MS and GC/EAG. The antennas of A. monuste were
analyzed by SEM. A male-specific compound has been identified as (E)-3,7-dimethyl-
1,3,6-octatriene. In addition, 12 hydrocarbons present in ovipositor, clasper, fore and hind
wing extracts incited an electroantegraphic response in males and females. In antennae,
Bohm bristles, chaetic, squamiform, basiconic, coeloconic and trichoid sensilla were
identified. The key steps of the proposed route are halide-alkyne coupling reactions for
chain growth. The intermediate 2-(7-octynyloxy)-tetrahydropyran, common to all routes,
was obtained in three steps with 50.5% yield. The 1-bromo-oct-3-yne intermediate was
obtained in four steps in 61% yield. The identification of volatiles produced by A.
monuste, the behavioral study of this insect, as well as the synthetic route proposed for
the preparation of P. gossypiella, S. cerealella and P. citrella pheromones significantly

contribute to the development of control and monitoring tools pests sustainably.

Keywords: semiochemical; Ascia monuste orseis; Pectinophora gossypiella; Sitotroga

cerealella, Phyllocnistis citrella.
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INTRODUCAO

O cenario da agricultura no Brasil possui carater histérico, sendo um dos pilares
da economia do pais desde a colonizacao, com a producao de cana-de-agUcar, até os dias
atuais com a producdo de café e soja (DOSSA, 2014; HIRAKURI, 2017; FERREIRA;
AIACHE, 2017). Sendo um pais territorialmente extenso, e com crescente produtividade,
torna-se um dos maiores produtores agricolas do mundo (PEREIRA, 2017).

Nos ultimos anos, a producéo agricola brasileira tem quebrado recordes e o pais
tem exportado cada vez mais. Em contrapartida, ainda existem pontos a serem melhor
observados, como o fato de exportar grdos sem processamento e importar produtos
processados (EMBRAPA, 2018).

Diante do continuo crescimento nesse setor, surge uma preocupacao referente aos
insetos-praga que infestam culturas importantes, causando grandes prejuizos aos
agricultores e, consequentemente, afetam negativamente a economia do pais.

A ordem Lepidoptera, que compreende 0s insetos conhecidos popularmente como
mariposas e borboletas, destaca-se pela severidade dos danos e perdas causados aos
plantios, enquanto fase larval, e contém uma variedade de espécies consideradas pragas
importantes em culturas de interesse econdmico (MOREIRA; ARAGAO, 2009;
POMARI-FERNANDES; BUENO; SOSA-GOMEZ, 2015; PRADO; DORNELES Jr.,
2015).

Atualmente, as praticas utilizadas para lidar com essas infestacdes tém incluido,
predominantemente, o controle quimico através de aplicacdes periddicas de inseticidas.
Esse tipo de controle eleva o custo da producao e sua aplicacdo é questionavel, pois além
de agredir o meio ambiente, eliminar inimigos naturais seleciona populagdes de pragas
resistentes (HOLTZ et al., 2015; FILGUEIRA, 2008; BRASIL, 2019).

Surge, entdo, a busca pela otimizacdo de técnicas de cultivo, conservacdo e
fertilizacdo do solo que objetivam o aumento da producdo e, por conseguinte, do lucro
(TEIXEIRA, 2005). No entanto, é importante destacar 0s riscos ambientais que essa
modernizagdo pode causar. Por isso, ha a necessidade do desenvolvimento de tecnologias
de carater sustentavel, ou seja, que se preocupem com 0 impacto que as agOes atuais
causardo no futuro. Assim o controle comportamental esta sendo visto ndo mais como
uma alternativa para 0 manejo integrado de pragas, pois, trata-se de um método de

controle racional que ndo deixa residuos nos alimentos, é inofensivo ao meio ambiente e
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a saude da populacdo e pode ser usado em larga escala (ROEL, 2000; MAZZONI,
ANFORA, 2021).

O uso de feromodnios dentro do MIP tem se mostrado eficaz, uma vez que pragas
de culturas como coco, cacau, citros, entre outras, ja sdo monitoradas e controladas por
esse método (VENZON et al., 2016). Atualmente, existem 49 feromonios registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), dos quais 29 sdo para
controle e monitoramento de insetos da ordem Lepidoptera (BRASIL, 2019). As
estruturas dos feromonios dessa ordem, em sua maioria, possuem cadeia linear longa,
entre 10 e 18 carbonos, podendo apresentar até trés duplas ligacGes, conjugadas ou néo,
e apresentam os grupos funcionais alcool, aldeido e éster. Além desses, hidrocarbonetos
insaturados com cadeia possuindo entre 17 e 23 carbonos e seus derivados epoxidicos
também sdo comuns (ANDO; INOMATA; YAMAMOTO, 2005).

A identificacdo de componentes de um feromoénio em determinada espécie é um
processo longo, dificultado pelas quantidades diminutas em que sdo produzidos, além da
presenca de outros compostos produzidos em maior quantidade que podem mascarar 0s
de interesse. Sendo assim, esse tipo de estudo, de maneira geral, € composto por diversas
etapas. Thomazini (2009) relata, de forma breve, que esse processo requer: o
estabelecimento da colbnia; bioensaios para avaliar qual sexo produz o feromonio;
aeracdo ou extracao por solvente; analises quimicas para identificacdo estrutural; sintese;
bioensaios para avaliar se o isolado e o sintético causam algum estimulo ao inseto; e por
fim os testes de campo para avaliar a eficiéncia.

Essa area de estudo é crescente e fundamental para um melhor entendimento em
torno da comunicacdo quimica intra e interespecifica, pois, além de feromonios, o
controle comportamental também engloba os aleloquimicos, responsaveis pela
comunicacdo quimica entre espécies diferentes (MWERESA et al., 2020). A partir disso,
é esperado que cada vez mais sejam desenvolvidos produtos voltados ao monitoramento
e controle de pragas agricolas que sejam seguros, tanto aos aplicadores quanto aos

consumidores, e inofensivos a0 meio ambiente.



12

REFERENCIAS

ANDO, T.; INOMATA, S.; YAMAMOTO, M. Lepidopteran sex pheromones. In:
SCHULZ, I. S. The chemistry of pheromones and other semiochemicals. Berlin:
Springer, New York: Heidelberg, 2005, p. 51-96.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. AGROFIT: Sistema de
Agrotdxicos Fitossanitarios. Brasilia, 2019. Disponivel em:
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons . Acesso em: 01 ago.
2019.

DOSSA, D. Evolugéo da agricultura no Brasil: sintese. [S. .], 8 ago. 2014. Disponivel
em: http://www.mcagroflorestal.com.br/blog-detalhe.php?codigo=113. Acesso em: 1
mar. 2019.

EMBRAPA. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Visao 2030: o futuro da
agricultura brasileira. Brasilia, DF: Embrapa, 2018. 212 p. Disponivel em
https://www.embrapa.br/documents/10180/9543845/Vis%C3%A30+2030+-
+o+futuro+da+agricultura+brasileira/2a9a0f27-0ead-991a-8cbf-af8e89d62829. Acesso
em: 2 ago. 20109.

FERREIRA, L. T.; AIACHE, E. Receita das exportac¢des dos Cafés do Brasil foi de
US$ 474 milhdes em marco de 2017. [S. I], 19 abr. 2017. Disponivel em:
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/21711132/receita-das-exportacoes-

dos-cafes-do-brasil-foi-de-us-474-milhoes-em-marco-de-2017. Acesso em: 1 mar. 2019.

FILGUEIRA, F. A. R. O novo manual de olericultura. 3 ed. Vicosa: UFV, 2008. 421
p.

HIRAKURI, M. H. Avaliacdo econémica da producdo de soja nos Estados do Parand e
Rio Grande do Sul na safra 2016/17. Circular Técnica, Londrina, 2017. Disponivel em:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/154843/1/CT126.pdf. Acesso em:
1 mar. 2019.

HOLTZ, A. M.et al. Prefacio. In. HOLTZ, Anderson Mathias et al. Pragas das
bréssicas. Colatina: IFES, 2015. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/profile/Higor_De_Souza_Rodrigues/publication/3122338
93_BROCA-DA-COUVE_Hellula_phidilealis/links/5877c80e08aebf17d3bbaed7.pdf.
Acesso em: 1 mar. 2019.

MAZZONI, V.; ANFORA, G. Behavioral manipulation for pest control. Insects, v. 12,
n. 287, 2021.

MOREIRA, H. J. C.; ARAGAO, F. D. Manual de Pragas do Milho. Campinas, 2009.
Disponivel em:
https://www.agrolink.com.br/downloads/manual%20de%20pragas%20do%20milho.pdf
. Acesso em: 2 ago. 20109.

MWERESA, C. K. et al. Use of semiochemicals for surveillance and control of
hematophagous insects. Chemoecology, v. 30, p. 277-286, 2020.


http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons
https://www.embrapa.br/documents/10180/9543845/Vis%C3%A3o+2030+-+o+futuro+da+agricultura+brasileira/2a9a0f27-0ead-991a-8cbf-af8e89d62829
https://www.embrapa.br/documents/10180/9543845/Vis%C3%A3o+2030+-+o+futuro+da+agricultura+brasileira/2a9a0f27-0ead-991a-8cbf-af8e89d62829
https://www.agrolink.com.br/downloads/manual%20de%20pragas%20do%20milho.pdf
https://www.agrolink.com.br/downloads/manual%20de%20pragas%20do%20milho.pdf

13

PEREIRA, M. Z. Brasil lidera produtividade agropecuaria mundial. [S. I.], 12 mai.
2017. Disponivel em: http://www.agricultura.gov.br/noticias/brasil-lidera-produtividade-
agropecuaria-mundial. Acesso em: 9 jul. 20109.

POMARI-FERNANDES, A.; BUENO, A. F.; SOSA-GOMEZ, D. R. Helicoverpa
armigera: current status and future perspectives in Brazil. Current Agricultural Science
and Technology, v. 21, p. 1-7, 2015.

PRADO, S. S.; DORNELES Jr., J. Artigo — Principais pragas do cafeeiro no contexto
do manejo integrado de pragas. [S. |], 27 out. 2015. Disponivel em:
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/6694669/artigo---principais-pragas-
do-cafeeiro-no-contexto-do-manejo-integrado-de-pragas. Acesso em: 2 ago. 2019.

ROEL, A. R.et al. Efeito do extrato acetato de etila de Trichilia pallida Swartz
(Meliaceae) sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento da lagarta-do-cartucho. JCR,
Bragantina, 2000. Disponivel em:
http://repositorio.unicamp.br/bitstream/REPOSIP/107078/1/2-52.0-0033831882.pdf.
Acesso em: 28 fev. 20109.

TEIXEIRA, J. C. Modernizagéo da agricultura no Brasil: Impactos econémicos, sociais
e ambientais. Revista Eletronica da Associacdo dos Geografos Brasileiros, v. 2, n. 2,
p.21-42, 2005.

THOMAZINI, M. J. A comunicacdo quimica entre os insetos: obtencéo e utilizacdo de
feromonios no manejo de pragas. In: GONCALVES, R. C.; OLIVEIRA, L. C. Embrapa
Acre: ciéncia e tecnologia para o desenvolvimento sustentavel do Sudoeste da
Amazénia. Rio Branco: Embrapa Acre, 2009. cap. 17, p. 338-354.

VENZON, M. et al. Manejo agroecolégico das pragas das fruteiras. Informe
Agropecuério, v. 37, n. 293, p. 94 - 103, 2016.


http://www.agricultura.gov.br/noticias/brasil-lidera-produtividade-agropecuaria-mundial
http://www.agricultura.gov.br/noticias/brasil-lidera-produtividade-agropecuaria-mundial
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/6694669/artigo---principais-pragas-do-cafeeiro-no-contexto-do-manejo-integrado-de-pragas
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/6694669/artigo---principais-pragas-do-cafeeiro-no-contexto-do-manejo-integrado-de-pragas

14

1 IDENTIFICAQAO E AVALIAQAO DA ATIVIDADE DE SEMIOQUIMICOS
PARA O CONTROLE DE Ascia monuste orseis (GODART, 1819)
(LEPIDOPTERA: PIERIDAE)
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

Ascia monuste orseis (Godart, 1819), conhecida como curuqueré da couve, € um
lepidoptero pertencente a familia Pieridae. Esta familia esta dividida em quatro
subfamilias: Dismorphiinae, Coliadinae, Pseudopontiinae e, por fim, Pierinae, a qual
pertence A. monuste orseis (LEITE, MOTTA, XAVIER-FILHO, 2007).

Existem cerca de 1200 espécies pertencentes a Pieridae com ocorréncia em quase
todos os continentes, com excecao apenas da Antartida. De acordo com Brown Jr. (1996),
no Brasil ocorrem 65 espécies, algumas delas consideradas pragas agricolas, que é o caso
da A. monuste orseis, pois na fase larval alimenta-se de culturas economicamente
importantes, em especial hortalicas da familia Brassicaceae, a qual pertencem variedades
de importancia econébmica como a couve-manteiga (Brassica oleracea (L.) var.
acephala), o repolho (B. oleracea (L.) var. capitata), a couve-flor (B. oleracea (L.) var.
botrytis) e os brocolis (B. oleracea (L.) var. italica) (FILGUEIRA, F. A. R., 2008;
CAMPBELL, B. etal., 2012; HOLTZ, 2015).

Em 2017 o valor total da producéo dessas quatro hortalicas atingiu a casa dos R$
8 bilhdes. O repolho foi a bréassica mais produzida, somando quase 300 milhdes de
toneladas apenas na regido sudeste. O Nordeste foi o terceiro maior produtor nacional
com mais de 17 mi de toneladas, sendo Pernambuco o maior produtor, responsavel por
21,5% da producao, seguido de Paraiba (4,5%), Ceara (4,4%) e Alagoas (1,4%) (IBGE,
2019).

A couve-manteiga é a segunda brassica mais produzida no Brasil. As regides
sudeste, sul e nordeste destacam-se como 0s maiores produtores, respectivamente. Dentre
os estados do nordeste, em 2006 Alagoas liderava o ranking, sendo responsavel por 60%
da producdo, seguido de Bahia (20%) e Pernambuco (8%). Em 2017, a producéo de couve
em Alagoas ultrapassa 1,1 mi de toneladas fazendo do estado o quarto maior produtor do
Nordeste, atras de Pernambuco (2,8 mi), Sergipe (1,2 mi) e Paraiba (1,2 mi) (IBGE, 2006;
IBGE, 2019).

Problemas com insetos-praga sdo frequentes nas areas cultivadas e dentre as
pragas chave dessa cultura estdo a traca-das-cruciferas Plutella xylostella L.
(Lepidoptera: Plutellidae), a lagarta-rosca Agrotis ipsilon (H.) (Lepidoptera: Noctuidae),
0 curuqueré-da-couve A. monuste orseis e a broca-da-couve Hellula phidilealis W.

(Lepidoptera: Pyralidae) além de alguns insetos da ordem Hemiptera, como os pulgdes
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Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera: Aphididae) e a mosca branca Bemisia tabaci Genn.
(Hemiptera: Aleyrodidae) (HOLTZ, A. M. et al, 2015; SILVA, D. J. et al., 2017).

A variedade de pragas incidentes nesses plantios pode resultar no aumento do uso
de inseticidas e, consequentemente, afetar a qualidade do produto, a saide do consumidor
e eliminar os inimigos naturais das pragas, selecionando populagdes resistentes. Para o
controle de A. monuste em culturas de repolho, por exemplo, estdo registrados 119
produtos, dos quais 111 possuem classificacdo ambiental entre altamente perigoso (1) e
perigoso ao meio ambiente (I11), dentre eles estdo presentes 34 com classificacdo
toxicoldgica extremamente toxico (1) e altamente toxico (I1). Esses numeros evidenciam
a grande incidéncia da praga e a necessidade do desenvolvimento de produtos que
consigam fazer o monitoramento e controle sem causar danos ao ambiente e a saide do
produtor (D’AVILA et al., 2016; BRASIL, 2021).

Diante desse cenario, diversos estudos tém sido desenvolvidos a fim de explorar
as diferentes interacdes quimicas relacionadas a insetos praga e desenvolver alternativas
de controle e monitoramento. Os compostos envolvidos nessas interagdes s&o
denominados semioquimicos e possivel citar interacdes do tipo intraespecificas, como 0s
feromonios, que sdo divididos segundo sua fun¢do como feromdnio de alarme, sexual, de
atracdo e agregacdo, entre outros. As interacGes interespecificas, que ocorrem entre
espécies diferentes, como os aleloquimicos, que se originam tanto de plantas quanto de
insetos sdo divididos em: cairomdnios, composto ou uma mistura de compostos que
beneficia o receptor do sinal; aloménios, substancias que beneficiam o emissor do sinal;
e sinomdnios, beneficiam tanto 0 emissor como o receptor e séo identificados na interagdo
planta-herbivoro, herbivoro-predador e no terceiro nivel tréfico (THOMAZINI, 2009).

O interesse investigativo acerca desses compostos é particularmente mais
expressivo quando as culturas nas quais incidem esses insetos possuem importancia
econdmica, pois tanto a injaria dos insetos quanto o gasto demasiado com diferentes
produtos para controle, podem trazer prejuizos de grande impacto nesse setor. Dentro
desse contexto, a seguir sera explanada a comunicacao quimica dos pierideos relatada na
literatura com destaque para a espécie A. monuste orseis, principal objeto de estudo deste
trabalho.
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1.1.1 Comunicacdo quimica em Pieridae

1.1.1.1 InteragBes interespecificas

Uma das maneiras de avaliar interacbes do tipo inseto-planta, € analisar a
preferéncia de oviposicdo que esses insetos tém por determinadas plantas. Ja foi relatado
que essa relagdo é baseada, entre outros fatores, no valor nutritivo da planta hospedeira,
pois, teoricamente, a oviposi¢do ocorrera em plantas que garantam uma maior chance de
sobrevivéncia e, consequentemente, a continuidade da espécie, ja que seus componentes
afetam diretamente a fecundidade desses herbivoros (AHMAN, 1985; AWMACK,
LEATHER, 2002; ZHANG et al., 2012).

H& evidéncias que compostos produzidos pelas plantas atuam como um fator
determinante na orientacdo de insetos, seja na atracdo dos mesmos, para encontrar uma
planta hospedeira, ou na atracdo de predadores naturais desses herbivoros (RENWICK,
CHEW, 1994; XU, TURLINGS, 2017). Nas Brassicaceae, destacam-se os glucosinolatos
que estdo associados a defesa dessas plantas (BOHINC et al., 2012). Existe também outro
grupo de substancias, as chamadas cucurbitacinas, produzidas principalmente pela
familia Cucurbitaceae, que atuam como alomdnios para diversas plantas. Em estudo sobre
a oviposicdo de Pieris rapae L. (Lepidoptera: Pieridae) e Pieris napi oleracea L.
(Lepidoptera: Pieridae) em brassicaceae, cujo extrato de Iberis amara L. foi analisado,
foi constatada atividade deterrente em cucurbitacina | (1) e cucurbitacina E (2) contra P.
rapae. Em contrapartida, os glucosinolatos sinigrina (3) e glucoiberina (4) mostraram-se
como estimulantes a oviposicdo para P. rapae e P. napi oleracea, respectivamente
(Figura 1) (HUANG, RENWICK, SACHDEV-GUPTA, 1993; MACEDO, GUEDES,
GARCIA, 2007).
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Figura 1 Substancias deterrentes para Pieris rapae (1) e (2); estimulantes de oviposi¢ao
para Pieris rapae (3) e Pieris napi oleracea (4).
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Entretanto, insetos que sdo especialistas da familia Brassicaceae desenvolvem

adaptacdes para se protegerem dos glucosinolatos, como a P. xylostella que possui uma
glucosinolato sulfatase que previne a formacdo de produtos téxicos decorrentes da
hidrélise desses compostos (RATZKA et al., 2002).

Outros insetos, como Athalia rosae L. e Murgantia histrionica H., sequestram 0s
glucosinolatos e os utilizam como defesa contra seus predadores (GOLS; HARVEY,
2009).

Além disso, algumas espécies de plantas emitem compostos volateis quando
sofrem injuria, estes compostos podem atuar como atrativos tanto para predadores quanto
para parasitoides. Muitos estudos tém sido desenvolvidos em torno desses volateis,
visando uma alternativa para o controle das pragas das brassicas, no entanto, ainda ha
muito a ser investigado no que diz respeito a relagdo desses compostos com 0s
parasitoides que atacam esses insetos (BLAAKMEER et al., 1994; GEERVLIET et al.,
1997, 1998; SHIOJIRI et al., 2000).

Além das plantas, os insetos também emitem compostos volateis que atuam na
comunicacdo quimica interespecifica. Noldus e Van Lenteren (1985) verificaram que
fémeas de Trichogramma evanescens W. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) foram
atraidas por substancias volateis liberadas por fémeas virgens de Pieris brassicae L.
(Lepidoptera: Pieridae). O mesmo resultado ndo foi obtido ao testar machos e fémeas
recém copuladas. Esse resultado estimula o aprofundamento em estudos relacionados ao
controle bioldgico utilizando cairomdnios.

Assim como nos insetos adultos, também ha relatos de interacdo interespecifica

em pierideos no estagio larval. Os pelos glandulares das larvas de P. rapae secretam um
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fluido oleoso composto por derivados do &cido 11-hidroxilinolénico, os mayolenos, que
se mostraram poderosos deterrentes contra formigas Crematogaster lineolata
(Hymenoptera: Formicidae). No estudo, as formigas que eram postas em contato com
lagartas contendo a secrecdo, acabavam passando um tempo consideravel se limpando,
fazendo com que ndo continuassem proximas as lagartas. Fato que ndo ocorreu quando
eram colocadas junto as lagartas sem a secre¢do. Dessa maneira, a investigacao da acao
deterrente da secrecdo de larvas da familia Pieridae se torna um fator essencial no estudo
de controle bioldgico, uma vez que esses dados sugerem que essa defesa também pode

ser aplicada contra outros inimigos naturais da espécie (SMEDLEY et al., 2002).

1.1.1.2 InteracOes intraespecificas

Além de interacdes interespecificas, a producdo de feroménios pelos machos de
Pieridae ja foi relatada e, na maioria das espécies, os machos sempre patrulham para
procurar fémeas, atraindo-as para o acasalamento. Quando fémeas de Pierinae e
Coliadinae rejeitam o macho elas distendem as asas e elevam o abdome verticalmente
para que o macho ndo consiga copular. Acredita-se que, quando isso ocorre, glandulas no
final do abdémen produzam um composto repelente (SCOTT, 1992).

As glandulas de feromonio frequentemente localizam-se onde as asas anteriores e
posteriores se sobrepdem (em Coliadinae, na parte inferior da asa anterior e em Eurema,
na parte superior da asa posterior). Em outros grupos, as glandulas encontram-se nas
bordas das asas anteriores (dobras costais) ou posteriores. As células glandulares se
encontram nas chamadas escamas androconiais, as vezes, essas escamas sdo reunidas em
um aglomerado chamado estigma. Em Pierinae, Nymphalinae e Satyrinae, as escamas
costumam ter pontas parecidas com uma pequena escova, denominada pluma apical, que
auxiliam na dispersdo do feroménio pelo ar (SCOTT, 1992; VETTER, RUTOWSKI,
1979; BARTH, 1980).

Grula e colaboradores (1980) obtiveram das asas do pierideo Colias philodice G.
(Lepidoptera: Pieridae) trés compostos macho especificos como feroménio, séo eles:
miristato de n-hexila (5), palmitato de n-hexila (6) e estearato de n-hexila (7). Embora
pertenca ao mesmo género, foi verificado que estes trés ésteres ndo estdo presentes em
Colias eurytheme B. (Lepidoptera: Pieridae), na qual foi identificada a presenca do

composto macho especifico 13-metil-heptacosano (8) atuando como feroménio. E
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importante ressaltar que, diferente de C. philodice, fémeas de C. eurytheme demonstraram
ter o estimulo visual como um importante parametro durante o cortejo.

Figura 2 Moléculas componentes do feroménio de Colias philodice: miristato de n-hexila
(5), palmitato de n-hexila (6), estearato de n-hexila (7).

Figura 3 Feromonio de C. eurytheme: 13-metil-heptacosano

MAN\WW

@®

Outros compostos macho especificos encontrados nessa familia sdo o (S)-(+)-
linalool e o (E)-B-farnesene, identificados em Anthocharis scolymus L. (Lepidoptera:
Pieridae), no entanto sua atividade afrodisiaca ainda néo esta bem definida (OKUMURA
et al. 2016).

Além destes, compostos comuns aos dois géneros e que incitam resposta
eletroantenografica ja foram identificados em Pieridae, como o (E)-B-ocimeno em
Hebomoia glaucippe L. e heptacosano e nonacosano em C. eurytheme (HAYASHI et al.,
1985; SAPPINGTON, TAYLOR, 1990).

1.1.1.3 Comunicacdo quimica em Ascia monuste orseis

Barros e Zucoloto (1999), compararam a preferéncia de oviposi¢do de A. monuste
orseis na couve-manteiga e na mostarda (Brassica juncea L.). Foi constatada a
preferéncia de oviposicao pela couve, que é uma fonte de nutrientes significativamente
melhor do que a mostarda para a espécie, além disso, ndo foi verificada preferéncia
alimentar nas larvas imaturas, indicando, de fato, que a selecdo da planta hospedeira
ocorre durante a oviposi¢cdo. A escolha de uma planta hospedeira nutritivamente mais

rica, garante uma maior chance de desenvolvimento da prole e continuidade da espécie.
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Num outro estudo, foi detectada a liberacdo de um odor pelas fémeas de A.
monuste orseis quando estas eram colocadas em situacdo de estresse, como a simulacao
de um ataque, por exemplo. Trata-se do p-metoxifenol (9) (Figura 4), esse composto néo
foi detectado em machos e provem da genitalia das fémeas através de uma secrecédo
pastosa. Sendo este composto liberado quando o inseto sofre uma perturbacdo, foi
inferido que esta associado a defesa, pois predadores podem ser afastados pelo odor. Além
disso, ja foi relatado que o p-metoxifenol atua como um repelente alimentar
moderadamente eficaz para o passaro melro de asas vermelhas (Agelaius phoeniceus
(Passeriformes: Icteridae) (SCHAFER; JACOBSON, 1983; EISNER et al., 1990).

Figura 4 p-metoxifenol isolado de fémeas de A. monuste orseis.
OH
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Apesar da A. monuste orseis ser uma praga chave de culturas importantes, ainda
ha pouca informacdo relacionada a sua comunica¢do quimica intraespecifica. Sabendo
que outras espécies pertencentes a mesma familia produzem feroménios que exercem
papel importante durante o ritual de corte, a investigacdo de semioquimicos em A.
monuste orseis pode contribuir no desenvolvimento de produtos que auxiliem no

monitoramento e controle desta praga.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Identificar compostos volateis em adultos de A. monuste orseis, visando o controle

comportamental.

1.2.2 Especificos

» Obter volateis de espécimes adultos virgens, de ambos 0s sexos, de A. monuste
orseis, por headspace dindmico e extragdo com solvente dos compostos
cuticulares das asas anteriores, asas posteriores, ovipositor e clasper;

* Analisar os extratos obtidos através de CG-DIC e CG-EM;

» Avaliar a atividade dos extratos por testes comportamentais de eletroantenografia
e CG-DEA;

+ Caracterizar as sensilas presentes nas antenas por meio de MEV.



23

1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 Coleta e manutencdo de A. monuste orseis

Ovos e lagartas foram coletados em horta cultivada na Universidade Federal de
Alagoas (UFAL). Uma criagdo da praga foi mantida no Laboratorio de Pesquisa em
Recursos Naturais — LPQRN-UFAL. Para a manutencao da criagdo foram utilizadas folhas
de couve manteiga, substituidas diariamente, até a obtencdo das pupas. A sexagem foi
feita apds a emersdo dos adultos e, a partir disso, machos e fémeas foram colocados em
gaiolas separadas cada uma medindo 40cm x 40cm x 40 cm. Um chumaco de algodao
embebido numa solugdo de mel 10% (v/v) foi colocado pendurado por um gancho dentro

de cada gaiola para servir de alimento para os insetos adultos.

Figura 5 Coleta e manutencdo de Ascia monuste orseis. (1) Fémea ovipositando no
campo; (2) lagartas se alimentando de folhas de couve manteiga em laboratério; (3) adulto
emergindo e realizacdo de sexagem; (4) gaiola contendo apenas fémeas.

Fonte: Autora
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1.3.2 Comportamento de A. monuste

A observacdo de comportamento foi realizada com 42 insetos (21 machos e 21
fémeas) com idades de até 24h em telado fechado com medidas 1,5m x 1,5m x 2,0 m
contendo dez exemplares de Brassica oleracea (L.) var. capitata, durante cinco dias. A
medida que os casais iniciavam as copulas, suas asas eram marcadas com caneta pincel

atoxica para distincao (Figura 6).

Figura 6 Asas marcadas durante a copula de A. monuste orseis em telado.

Fonte: Autora

Nos dois primeiros dias a observagdo iniciou as 7:30 da manhd e durou até as
15:00h. Foi observado que os insetos comecavam a ficar ativos proximo as 9:00h e
permaneciam no mesmo ritmo de atividade até as 14:00h, a partir disso, o horario
escolhido para observacdo do comportamento foi de 8:30 as 14:30 h.

Trés fémeas com experiéncia de coOpula foram introduzidas em uma gaiola

contendo nove machos virgens a fim de observar se ocorreria cortejo, copula ou rejeicao.
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1.3.3 Obtencdo de volateis

A coleta dos volateis nos insetos adultos foi realizada em machos e fémeas
virgens, através de headspace dindmico e extracdo cuticular com solvente. Com base na

observacao do comportamento, todas as coletas foram realizadas entre 8:30 e 14:30 h.

1.3.3.1 Headspace dinamico

Um sistema de aeragdo foi montado de maneira que um fluxo de ar continuo fosse
filtrado em carvao ativado e umidificado, para entdo percorrer as trés cubas, uma sendo
o0 controle e as outras duas contendo os insetos, 18 machos e 18 fémeas, separadamente.
Os volateis arrastados, foram adsorvidos em traps contendo Porapack (30 mg) e a
dessorcéo foi feita com 0,5 mL de hexano grau HPLC para cada trap. Este experimento

foi realizado com insetos virgens de 48h de idade.

Figura 7 Experimento de headspace dindmico de insetos adultos.

Fonte: Autora

1.3.3.2 Extracdo dos compostos cuticulares

A extracdo dos compostos cuticulares, utilizando hexano grau HPLC como
solvente, foi realizada com as partes dos insetos virgens: asas anteriores, asas posteriores,
clasper e ovipositor. Todos os insetos utilizados, machos e fémeas, tinham 48h de idade

e a extracgdo foi realizada para cada sexo em separado.
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As asas foram retiradas com o auxilio de pinga e colocadas em béqueres limpos e
secos. Para cada par de asas foi extraido com 250 uL de solvente. Os béqueres foram
tampados com folhas de papel aluminio e mantidos assim durante 10 minutos. Passado
esse tempo, os extratos foram coletados com pipeta de Pasteur, filtrados em Ia de vidro e
acondicionados em vials etiquetados e mantidos em freezer até 0 momento de uso.

Para os clasperes e ovipositores, estes foram retirados do inseto com o auxilio de
micro tesoura e colocados diretamento nos vials a serem armazenados. Para cada 10

clasperes e 10 ovipositores foram utilizados 100 uL de solvente.

Figura 8 Extragdo dos compostos cuticular das partes de A. monuste orseis.

/
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Fonte: Autora

1.3.4 Analises cromatograficas

Uma fracdo dos extratos foi analisada em Cromatografo Gasoso (GC-2010,
Shimadzu) acoplado a detector por lonizagcdo de Chama (CG-DIC) com coluna capilar
NST-5 e H2 como gés de arraste a fim de observar o perfil dos compostos presentes.

Para as amostras de headspace dinamico o método de andlise usado constou de
uma programagao com temperatura inicial de 50 °C, mantida por cinco minutos e uma
rampa de aguecimento de 5 °C/min até atingir 250 °C, onde permanece por cinco minutos.
O tempo total do método foi de 50 min. A temperatura do injetor foi 250 °C e o fluxo de

H2 na coluna foi de 1,4 mL/min.
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Para as amostras de extracdo de compostos cuticulares foi utilizado um método
com programacdo de temperatura iniciando a 130 °C e mantida por dois minutos, uma
rampa com aquecimento a 10 °C/min até atingir a temperatura de 300 °C, que foi mantida
por 18 minutos. A temperatura do injetor era 250 °C e o fluxo de Hz da coluna foi de 1,2
mL/min.

O Indice de Retencéo Linear (IRjinear) d0S compostos presentes nas amostras foi
calculado de acordo com a definicdo de Van den Dool e Kratz (1963) para analises nao

isotérmicas através da formula:

(tr(y) — tr(2))
(tr(z+1) —tr(2))

IRjinear = 100z + 100

Onde,

tr(y) = tempo de retencdo do composto desconhecido;

tr(z) e tr(z+1) = tempos de retencdo de alcanos de cadeia linear, sendo tr(z) o
composto imediatamente anterior e tr(z+1) o composto imediatamente posterior a tr(y).

O padréo utilizado para este calculo foi uma mistura de n-alcanos (Sigma-Aldrich
C7-C30). Quando necessario, os valores de IRjinear encontrados foram comparados com
o0s descritos na literatura para as colunas de mesma polaridade que a NST-5.

As amostras também foram analisadas por Cromatdgrafo Gasoso acoplado a
Espectrometro de Massas (CG-EM) com coluna NST-5 (GC-2010 Plus, Shimadzu) e
NST-1 (GC-2010 Plus, Shimadzu) e os mesmos parametros utilizados no CG-DIC.

Uma solugdo de n-eicosano 0,01 pL/mL foi utilizada como padréo interno na
amostra de headspace dinamico a fim de determinar a concentracao relativa do composto
especifico de insetos machos. Para isso, foi realizada uma coinjegdo de 1uL dessa solugdo
e luL da amostra em questao.

Uma amostra de ocimeno (3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno, mistura de isbmeros, >
90% - SIGMA-ALDRICH) foi analisada em GC-DIC e GC-EM a fim de comparar o
tempo de retencdo, 0 IRjinear € O espectro de massas com o de um composto macho

especifico encontrado na amostra de aeragéo.

1.3.5 Eletroantenografia

As antenas dos insetos foram retiradas cuidadosamente com o auxilio de pinca de

forma que o escapo fosse retirado por completo da base. Cada antena foi posicionada em
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eletrodos de prata e cada extremidade foi envolvida em gel condutor (Signa gel; Parker
Laboratories, Inc., Fairfield, NJ). O conjunto foi acoplado ao aparato de andlise e as
respostas eletrofisiologicas foram obtidas, amplificadas e processadas com um
controlador de aquisicdo de dados (IDAC-4, Syntech Hilversum, Holanda) e registradas
no software EAGPro versdo 2.0, 2003 (Syntech®) e GcEad versédo 4.6 (Syntech®).

Figura 9 Antena de A. monuste orseis posicionada em eletrodos de prata

Fonte: Autora
1.3.5.1 “Puff”

Uma amostra de 10 pL de hexano grau HPLC foi colocada em um pedacgo de papel
de filtro medindo 2 cm? que foi deixado em uma placa de Petri por cinco minutos. Em
seguida, o papel foi inserido em uma pipeta de Pasteur que foi acoplada a um sistema no
qual um pulso de ar era ativado de forma manual e percorria todo o interior da pipeta
saindo pela extremidade oposta, esta que se encontrava posicionada dentro do tubo de
vidro com abertura para o aparato onde a antena do inseto estava posicionada. O mesmo
foi realizado para uma amostra de 10 puL de ocimeno 500 ppm (3,7-dimetil-1,3,6-
octatrieno, mistura de isémeros — SIGMA-ALDRICH). A escolha da concentracao se deu
apos a realizacdo de testes com diferentes concentracGes. Foi observado que as antenas

respondiam melhor a 500 ppm.
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O experimento foi realizado com 8 antenas de fémeas e 7 antenas de machos com
trés repeticBes em cada. O estimulo incitado pela amostra de ocimeno foi comparado ao
estimulo incitado pelo hexano.

Os dados foram analisados através do teste Shapiro-Wilk a fim de verificar a
normalidade de variancia (valor de p). A partir disso, foi possivel realizar o teste-t de
Student a um nivel de 5% de probabilidade realizado através do software SAS para

verificar se houve diferenca significativa entre as respostas.

1.3.5.2 Cromatrografia Gasosa acoplada a Detector Eletroantenografico (CG-EAG)

O estudo da atividade do extrato do ovipositor foi realizado no CG-EAG na busca
de respostas eletrofisioldgicas das antenas de machos e fémeas. O CG-EAG utilizado
possui coluna RTX-5 e Hx como gas de arraste. O método utilizado é similar ao descrito
anteriormente para 0 CG-DIC, alterando-se apenas a permanéncia da temperatura final
de 18 para 13 minutos.

Cinco antenas de machos e trés antenas de fémeas foram submetidas a este extrato.
Em cada anélise foram utilizados 3 pL de amostra. Além da amostra natural, a mistura de
alcanos (Sigma-Aldrich C7-C30) foi testada numa concentracdo de 5 ppm frente a duas
antenas de machos e quatro de fémeas.

1.3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) em antenas de A. monuste orseis

A MEV das antenas foi realizada no Laboratorio de analise instrumental do
departamento de quimica do Instituto Federal de Alagoas (IFAL). Para esta analise, foram
utilizadas 10 antenas de machos e 10 de fémeas.

Esta analise foi realizada para caracterizar morfologicamente as sensilas presentes
nas antenas de insetos machos e fémeas de A. monuste.

A fim de retirar a umidade dessas amostras, todas elas foram imersas em uma
solucdo de glutaraldeido a 2 % em tampé&o de fosfato (0,1 M; pH 7) durante um minuto.
Em seguida, foram imersas em solucGes de etanol a 50, 70, 80 e 90 %, sequencialmente,
permanecendo por um minuto em cada uma. Por fim, foram acondicionadas em etanol
absoluto.

Ao serem retiradas do etanol, foram colocadas em papel absorvente para retirar o

excesso de solvente e posteriormente mantidas em dessecador. Em seguida, foram
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distribuidas em fita adesiva elétrica de sulfito de carbono e colocadas em um suporte de
aluminio onde passaram por um processo de metalizagdo com alvo de ouro com uma
corrente de 45 mA por quatro minutos em um metalizador (Q150R ES, Quoron®).

As antenas foram analisadas usando um microscépio eletrénico de varredura
(INCAXx-act, Oxford-instruments®) a 10kV.
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Comportamento de A. monuste orseis

Durante a observagdo do comportamento notou-se que 0s insetos movimentavam
mais e ficavam mais agitados com a incidéncia da luz do sol no telado. Apds as 14:00h
havia uma incidéncia menor de luz e a atividade era reduzida. Neste horario nenhuma
copula foi observada. Durante a manhd, a primeira copula ocorria sempre proximo as 9h,
assim, definiu-se o horario de 8:30 as 14:30h para realizagdo do experimento. Sendo um
inseto de héabito diurno é esperado que o efeito visual seja uma parte fundamental durante
0 cortejo e 0 macho precise sobrevoar sob a luz do sol para dar inicio ao ritual de
acasalamento (SILBERGLIED, 1984).

No primeiro dia de observacdo houve apenas uma copula com duracdo de 40
minutos. O segundo dia, quando a maioria dos insetos tinham 48h de idade, ocorreram
seis cdpulas com duracdo media de 73,8 minutos. Essa foi a maior quantidade de cépulas
durante os cinco dias de observacao, indicando que a maturidade sexual é atingida com
essa idade. Nesse mesmo dia ocorreu também uma tentativa de copula entre macho e
fémea ja copulados, mas 7 segundos apo6s o inicio da tentativa o0 macho se afastou.

No terceiro dia, ocorreram duas copulas, com duracdo média de 75 minutos, uma
delas entre fémea virgem e macho com experiéncia sexual. No quarto e quinto dia,
nenhuma cépula ocorreu, e restaram poucos insetos vivos. Alguns ovos foram
encontrados nos exemplares de B. oleracea (L.) var. capitata presentes no telado. Os

dados referentes a observacdo do comportamento estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 Dados da observacéo do comportamento de A. monuste em telado.

Dia NuUmero de Duracdo média de copula Observacdes
copulas (minutos)

1 1 40

2 6 73,8 (tmin = 60; tmax = 108) 4 e @ ja copulados iniciaram
cdpula, mas encerraram apos 7 s

3 2 75 (tmin = 62; tmax = 88) & copulado + @ virgem

4 0 -

5 0 - Poucos insetos vivos

tmin = duragdo minima de cépula; tmax = duracdo maxima de copula; &' = macho; @ = fémea
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No experimento em que fémeas com experiéncia sexual foram colocadas na gaiola
com machos virgens, foi observada a aproximacgédo de machos no entorno das fémeas, no
entanto, elas abaixavam as asas e inclinavam o abdome para trés (Figura 10) e com isso
0s machos se afastavam. Esse comportamento ja foi descrito por Scott (1992) em fémeas
de Pierinae e Coliadinae como sendo um comportamento de rejeicdo aos machos. E
importante mencionar que, apesar de nao ter sido observado durante este experimento, ha
relatos na literatura em que A. monuste copula até duas vezes com 0 mesmo macho
(LAMONICA, 2012).

A partir da observacdo de um maior numero de copulas com 48h de idade, todas

as coletas de volateis e bioensaios foram realizados em insetos com essa idade.

Figura 10 Fémea de A. monuste inclinando o abdome ao rejeitar copula.

-
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Fonte: Autora

1.4.2 Analise dos extratos

1.4.2.1 Analise cromatogréafica de amostras de headspace

A partir de analises em CG-DIC observou-se a presenca de um composto
exclusivo de machos numa concentracado relativa de 0,03 pL/mL com tempo de retencgéo
(tr) 12.536 min (Figura 11).
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Figura 11 Cromatogramas dos extratos de headspace dindmico de insetos fémeas (1) e
machos (2).
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Essa amostra foi analisada em CG-EM (Figura 12) e o composto macho especifico
tem tr = 13.462 min. A biblioteca do equipamento, que utiliza o banco de dados NIST,
sugeriu o composto 3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno (m/z 136). A analise da fragmentacéo

esta condizente com essa estrutura, uma vez que apresenta os fragmentos: m/z 121,

referente a perda de CHs* (136" — 121" + 15Y); o fragmento m/z 93 como pico base,

referente a perda de CzH7* (136" — 93" + 43") a partir do ion molecular e ainda podendo
ser formado a partir da saida de uma molécula neutra, CoH4, partir do fragmento m/z 121
(121" — 93 + 28) e o fragmento m/z 79, formado a partir da saida de CsHg a partir do
fragmento m/z 121 (121" — 79" + 42) (Figura 13) (PAVIA et al., 2015; EL-KAREEM
et al, 2020).

Figura 12 Espectro de massas do composto macho especifico. P.M. = pico do ion
molecular.
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Figura 13 Proposta de fragmentacdo do (E)-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno (10), adaptado
de EL-KAREEM et al, 2020.
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A confirmacdo da estrutura foi feita pela coinjecdo da amostra do extrato de
headspace dindmico com o padrdo sintético (Ocimeno (3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno)
mistura de isdbmeros, > 90% - SIGMA-ALDRICH) (Figura 13). Tratando-se de uma
mistura de isdbmeros, 0 padrdo apresentou dois picos, um com tr = 13.114 min e o0 outro
com tr = 13.462 min, sendo este ultimo coincidente com o da amostra do extrato.

A fim de diferenciar os isdmeros, o indice de Retencdo Linear (IRjinear) fOi
calculado, uma vez que a literatura apresenta valores diferentes para Z e E nas colunas de
mesma polaridade que a NST-5. Adams (2007) relata um IRjinear = 1037 para o0 isdmero
Z e IRjinear = 1050 para o isdbmero E, enquanto Choi (2003) relata um IRjinear = 1043 para
0 isbmero Z.

O primeiro pico, presente apenas no padrdo, apresentou IRjinear = 1040 € 0
segundo, tanto do padrdo quanto da amostra, apresentou IRjinear = 1052, indicando que o
composto macho-especifico é o (E)-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno (10) (Figura 14) ainda

ndo relatado em A. monuste orseis.
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N&o é a primeira vez que um monoterpeno € relatado como composto macho
especifico nessa familia. Okumura e colaboradores (2016) identificaram o (S)-(+)-linalool
e 0 (E)-p-farneseno em A. scolymus. Além disso, Hayashi e colaboradores (1985) também
identificaram o (E)-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno em machos e fémeas de H. glaucippe e

esse composto incitou resposta eletroantenografica nos insetos.

Figura 14 Comparativo de cromatogramas do extrato de headspace dindmico de insetos
machos (1), do padrdo 3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno (mistura de isémeros) (2) e da
coinjecdo de ambos (3) em CG-EM.
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1.4.2.2 Bioensaio “puft”

Esse teste consiste em colocar a amostra em contato com as antenas através de um
pulso de corrente de ar para observar a ocorréncia de algum estimulo. O teste t dos dados
das antenas de insetos fémeas apresentaram um p = 0,0403. Em contrapartida, os dados
de antenas de insetos machos apresentaram um p = 0,2831. Esse resultado indica que as
antenas de insetos fémeas demonstraram resposta aos estimulos incitados pelo composto
macho especifico (E)-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno e essas respostas foram
significativamente diferentes as incitadas pelo hexano. No caso de insetos machos, néo

foram observadas diferencas entre os estimulos incitados pelo composto e pelo solvente.

3
2
1
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Figura 15 Comparativo de estimulos incitados por hexano e (E)-3,7-dimetil-1,3,6-
octatrieno.
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1.4.2.3 Analise cromatogréafica de amostras da extracdo dos componentes cuticulares

Os extratos cuticulares das partes (asas anteriores e posteriores, ovipositor e
clasper) dos insetos virgens foram analisados em CG-DIC e foi observado um perfil
similar em todos eles, ou seja, ndo ha diferenca qualitativa no perfil de compostos (Figura

15). Essa constatacdo € interessante, uma vez que em algumas espécies de Pieridae sdo
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encontrados compostos macho especificos em extratos de asas atuando como feroménio,
como é o caso de C. philodice e C. eurytheme (GRULA et a.,1980). Em contrapartida,
também ha relatos de compostos presentes nos extratos de asas de machos e fémeas de C.
eurytheme que parecem atuar da mesma maneira (SAPPINGTON, TAYLOR, 1990).

Dois picos intensos se destacam nos extratos de asas. Eles aparecem em tr =
17.378 e tr = 18.828. Seus IRjinear S80 2700 e 2902, respectivamente. Esses valores
coincidem com os hidrocarbonetos lineares heptacosano (2700) e nonacosano (2900).
Esses compostos sdo comuns em diferentes ordens de insetos e ja foram encontrados em
trés espécies de Pieridae, C. erate poliographus, C. eurytheme e P. rapae
(SAPPINGTON, TAYLOR, 1990; ARSENE, SCHULZ, VAN LOON, 2002; OMURA,
YOTSUZUKA, 2015).

Figura 16 Comparacdo dos cromatogramas dos extratos cuticulares de A. monuste orseis.
(1) Clasper; (2) Ovipositor; (3) asa anterior Q; (4) asa anterior &'; (5) asa posterior ¢; (6)
asa posterior J.
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1.4.2.4 Bioensaio em CG-DEA

O extrato de ovipositor (E.O.) foi obtido em maior quantidade quando comparado
aos extratos de asas que tiveram que ser filtrados, devido a quantidade de escamas, antes
de armazenados. Logo, (E.O.) foi escolhido para realizar as analises em CG-DEA.

Doze dos compostos presentes incitaram resposta em antenas de machos e fémeas
(Figura 17). Os IRjinear desses compostos foram determinados utilizando como referéncia

um padréo de alcanos de C7-C30. Os dados estdo dispostos na Tabela 2.
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Figura 17 Resposta eletroantenogréfica da antena de inseto fémea frente ao extrato de
ovipositor.
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Figura 18 Resposta eletroantenografica da antena de inseto macho frente ao extrato de
ovipositor.
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Tabela 2 Tempo de retencdo (tr, min) e indice de Retencdo Linear (IRiinear) para a analise
realizadas nas colunas NST-1 e NST-5 dos compostos do extrato de ovipositor (E.O.)
com resposta nas antenas de A. monuste orseis.

Composto tr E.O. (min) IRlinear E.O. em NST-1  IRiinear E.O. em NST-5

I 13.309 2092 2097
2’ 13.352 2100 2102
¥ 14.257 2200 2201
4 15.078 2292 2296
5 15.110 2300 2299
6’ 15.946 2400 2399
7 16.743 2501 2499
8 17.028 2539 2535
9 17.255 2569 2565
10° 17.518 2600 2599
11° 18.257 2700 2698
12° 18.493 2733 2731

Os compostos destacados em negrito na Tabela 2 sobrepdem-se aos picos
correspondentes aos hidrocarbonetos lineares de 21, 22, 23, 24, 25, 26 e 27 carbonos do
padrdo de n-alcanos, estes que tém IRiinear de 2100, 2300, 2400, 2500 e 2700,
respectivamente (Figura 19).

Figura 19 Comparacdo dos cromatogramas do extrato do ovipositor (2) com os padrbes
de n-alcanos C21-C27 (1).
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A caracterizagdo desses compostos foi concluida por espectrometria de massas,
onde foi observada a presenca do pico do ion molecular para cada n-alcano, m/z 296 para

0 heneicosano (2°), m/z 310 para o docosano (3”), m/z 324 para o tricosano (5”), m/z 338
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para o tetracosano (6°), m/z 352 para o pentacosano (7’), m/z 366 para o hexacosano (10°)
e m/z 380 para o heptacosano (11°), além de fragmentos com a diferenga de 14 unidades
de massa indicando a perda de grupos metileno ao longo da fragmentacao (Apéndice).

Todos esses compostos ja foram relatados nos extratos de diferentes partes do
corpo de insetos machos e fémeas de duas espécies da familia Pieridae, P. rapae e C.
erate poliographus (ARSENE, SCHULZ, VAN LOON, 2002; OMURA, YOTSUZUKA,
2015). Além disso, (5°), (7°) e (11°) também ja foram encontrados em extratos de asas de
machos e fémeas de C. eurytheme e C. philodice. Esses compostos incitaram resposta
eletrofisiologica nas antenas de fémeas das duas espécies, ainda que menos intensas
quando comparadas as dos compostos macho-especificos (GRULA, MCCHESNEY,
TAYLOR Jr., 1980).

A fim de confirmar a resposta eletroantenografica a esses compostos, o padrao de
alcanos também foi analisado em CG-DEA (Figura 20). De fato, machos e fémeas
responderam a esses compostos indicando a presenca de receptores para esses compostos

nas antenas desses insetos.

Figura 20 Resposta eletroantenografica da antena de inseto fémea frente a solucéo de
padrdes de n-alcanos.
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Figura 21 Resposta eletroantenografica da antena de inseto macho frente a solucéo de
padrdes de n-alcanos.
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Ao todo foram testadas sete antenas de machos e sete de fémeas. Todas as antenas
de machos responderam aos compostos heneicosano (2°), tricosano (5°), pentacosano (7°)
e heptacosano (11°). O mesmo ocorreu com as antenas de fémeas frente aos compostos
(5) e (7°). Apenas uma antena de macho e uma de fémea nédo responderam ao docosano
(3”). Isso ocorreu também com fémeas frente ao (2°), tetracosano (6”) e hexacosano (10°).
O menor indice de resposta de antena de macho foi verificado frente ao (6°), onde
ocorreram apenas trés respostas e, no caso das fémeas, apenas quatro respostas foram
verificadas frente ao (11°).

E importante mencionar que alguns fatores podem influenciar na qualidade de
respostas, como a condi¢cdo da antena, 0 nimero de estimulos anteriores e a condi¢do
climatica durante a analise (temperatura e umidade) (ROSA, 2016).

Os outros cinco compostos que incitam respostas eletroantenograficas e néo
coincidem com o padrdo de alcanos tiveram seus espectros de massa analisados e serdo
discutidos a seguir.

O primeiro deles aparece 2,6 s antes do primeiro composto identificado, o (2°).
Levando em consideracdo a proximidade de (2°) que possui 21 carbonos e,
consequentemente, a proximidade numérica do IRjinear, 2097 para 0 composto
desconhecido (1°) e 2102 para (2’), € plausivel sugerir que esse composto apresente 0
mesmo numero de carbonos em sua cadeia principal. Observando o perfil de

fragmentacdo e sabendo que a formula geral dos alcanos é ChHan+2, € excluida a
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possibilidade de (1°) ser um alcano aciclico, pois o pico do ion molecular é m/z 294
indicando possuir um ciclo ou ser um alceno com cadeia de 21 carbonos (SOLOMONS;
FRYHLE, 2013). No entanto, em alcanos ciclicos € comum encontrar um pico do ion
molecular intenso, uma vez que a fragmentacao de ciclos exige a quebra de duas ligacoes
C-C, um processo relativamente mais dificil, isso resulta em um numero maior de
moléculas ndo fragmentadas quando comparado a alcanos aciclicos. Além disso, nesse
tipo de molécula, o fragmento M-28 referente a perda de eteno costuma ser bem intenso
(PAVIA, 2015). Nenhuma dessas situacdes ocorre no espectro do composto em questao.
Essas observacdes somadas ao fato de que nenhum dos compostos bioativos descritos na
literatura para Pieridae apresentam ciclos, leva a inferir que o composto em questdo é um
alceno de 21 carbonos (PHEROBASE, 2021).

Figura 22 Espectro de massas do composto 1.

1 ox10.000)

57
69 238 ZT
2@5 |
0. m L L

2250 2500 2750 20

oolull Illy. ‘ | g '.||.' P 16T g 207 2 o  ow
2500 2750 30

50.0 750 100.0 1250 1500 1750 2000 2250

Analisando o espectro € possivel notar os fragmentos m/z 111, 125, 139, 153, 167
e 181 que diferem apenas por unidades de metileno. O pico base m/z 97 é referente ao ion
C7H13* que pode ser obtido a partir do ion molecular liberando o radical tetradecanil.
Dessa forma, esse fragmento contém a insaturacdo, pois um fragmento saturado de sete
carbonos que inclui a metila terminal possuiria m/z 99, fragmento comum em cadeias
lineares de alcanos.

Na literatura, apenas um composto com essa caracteristica esta descrito para a
familia Pieridae, o 1-heneicoseno (ARSENE, SCHULZ, VAN LOON, 2002). Apesar da
posicdo da insaturacdo ndo poder ser determinada apenas com esse espectro, €
interessante observar que 0 IRjinear descrito para esse composto em coluna DB-5 é 2098,
enguanto o do composto (1°) é 2097 (ZAIKIN, BORISOV, 2002).

Algo similar ocorre com o composto (4). O perfil de fragmentos é bastante
parecido com o do composto (1°) e ele aparece um pouco antes do tricosano (5°), alcano
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linear de 23 carbonos. O pico do ion molecular € m/z 322 e apresenta 0 m/z 97 como pico

base.

Figura 23 Espectro de massas do composto (4°).
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O unico alceno de 23 carbonos descrito na literatura para Pieridae é o 1-tricoseno
que apresenta IRjinear idéntico ao de (4°), 2296 para a coluna DB-5 (ARSENE, SCHULZ,
VAN LOON, 2002; ZAIKIN, BORISOV, 2002).

No caso dos compostos (8”) e (9°), esses se encontram entre 0 pentacosano (7°) e
0 hexacosano (10’), indicando uma cadeia principal de 25 carbonos. O perfil de
fragmentacdo de (8’) é bastante parecido com os de alcanos de cadeias lineares, no entanto
a abundancia dos fragmentos m/z 140 e m/z 252, diferente do que ocorre em cadeias
lineares, pode indicar a presenca de uma ramificacdo (Figura 24) (PAVIA, 2015). E
possivel visualizar o fragmento m/z 351, referente a perda de um grupo metil bem mais
intenso que o pico do ion molecular m/z 366. Baseando-se nisso, € inferido que a
ramificacdo desse composto € uma metila localizada na posic¢do 9, sendo assim o 9-
metilpentacosano. A proposta de fragmentacdo esta descrita na Figura 25. Esse composto
ja foi relatado em P. rapae e a literatura descreve 0 IRjinear COMO sendo 2537 em coluna
OV-101. (8’) apresentou IRjinear=2539 em NST-1 € IRjinear=2535 em NST-5 (POMONIS,
1989; ARSENE, SCHULZ, VAN LOON, 2002).

Figura 24 Espectro de massas do composto (8°).
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Figura 25 Proposta de fragmentacdo do composto (8°).
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J& no espetro de (9°), é observado um perfil similar, no entanto apresenta maior
abundéancia no fragmento m/z 211 podendo indicar a presenga de dois grupos metil, um
na posicao 9 e outro na 13. Esse perfil de ramificagdes também possibilita fragmentos os
m/z 141 e m/z 196 mais intensos (Figura 26). O IRjinear deste composto é 2569 em NST-

01, proximo do descrito na literatura que é 2572 em coluna de mesma polaridade.

Figura 26 Espectro do composto (9°).
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Figura 27 Proposta de fragmentacdo do composto (9°).
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Um composto bem parecido ja foi relatado em P. rapae, o 7,11-
dimetilpentacosano (IRiinear = 2570). Além dele, outros compostos com dois até quatro
grupos metil também estdo presentes na mesma espécie.

O composto (12”) aparece logo apos o (11°) e possui IRjinear=2731 em NST-5, ou
seja, apresenta cadeia principal de 27 carbonos. Assim como (8”), € possivel verificar a
presenca de dois fragmentos mais abundantes no meio do espectro que o diferenciam de
um composto de cadeia linear, 0 m/z 196 e 0 m/z 224 (Figura 28). Esses fragmentos se
referem aos carbocations secundarios formados a partir da quebra das ligacdes adjacentes
a ramificagdo (Figura 29). Também é possivel visualizar o m/z 379, referente a perda de

um radical metil, mais abundante que o pico do ion molecular m/z 394. A partir disto é
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possivel deduzir a posi¢do da ramificacdo metila na posicdo 13, sendo assim o 13-metil-
heptacosano. Esse composto esta presente nos pierideos C. erate poliographus e C.
eurytheme e é componente principal do feroménio desta ultima. O IRjinear descrito na
literatura para este composto é 2733 para DB-5MS e DB-1, valor idéntico ao de (12°)
para NST-1.

Figura 28 Espectro de massas do composto (12°).
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Figura 29 Proposta de fragmentagdo do composto (12°).
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1.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) em antenas de A. monuste orseis

As antenas em A. monuste orseis estdo localizadas entre os olhos e sdo constituidas
por trés segmentos: escapo, localizado na regido basal, onde é conectado a cabeca do
inseto; pedicelo, localizado entre o escapo e o terceiro segmento; e flagelo € o mais
alongado dos trés segmentos e é composto por subsegmentos denominados flagelémeros
(LOZANO, 2006; NASCIMENTO, SALOMAO, MARTINS, 2013).

No escapo de insetos machos e fémeas de A. monuste orseis estdo presentes
sensilas de formato conico e superficie lisa denominadas cerdas de Béhm (CB) (Figura
30). Estas sensilas, normalmente encontradas no primeiro e segundo segmento, estéo
associadas a funcdo proprioceptiva, ou seja, auxilia no reconhecimento da posi¢édo
espacial do inseto (SCHNEIDER, 1964; KOH, PARK, BOO, 1995; MOYES, SCHULTE,
2005; XIANGQUN et al., 2014; SANTOS et al., 2019).
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Figura 30 Micrografia do escapo da antena de fémea de A. monuste orseis com cerdas de
Bohm localizadas no escapo.
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O flagelo da antena de insetos machos e fémeas é constituido por subsegmentos
nos quais é possivel observar a presenca de uma estrutura de formato eliptico,
denominada sulco, onde estdo distribuidas, de forma aglomerada, sensilas do tipo tricoide
(TR) (Figura 31). Sulcos semelhantes a estes também sdo encontrados em outras espécies
pertencentes a mesma familia de A. monuste orseis, como por exemplo em Pseudopieris
nehemia prasina, Leptidea gigantea, Enantia jethys, Pseudopieris nehemia jessica,
Moschoneura pinthous, Patia cordillera cordillera, entre outras (CASTRO-
GERARDINO, LLORENTE-BOUSQUETS, 2017). Essa estrutura eliptica esta presente
apenas no lado ventral da antena. As sensilas tricoides possuem aparéncia semelhante a
pequenos fios de cabelo e sdo levemente curvadas na ponta com superficie lisa. A funcéo
de sensilas tricoides estd frequentemente relacionada com a recepgdo de feromonios
sexuais (VAN DER PERS et al., 1980; EBBINGHAUS et al., 1998; KAISSLING, 2014).
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Figura 31 Micrografia de um segmento da antena de fémea de A. monuste orseis com
sensilas tricoides (TR) distribuidas no sulco e sensilas céticas (CE) ao redor.
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Também é possivel observar a presenca de sensilas escamiformes (SE) ao longo
do flagelo da antena de insetos machos e fémeas de forma dispersa. Essas sensilas
possuem superficie bastante parecida com a das escamas (E), no entanto sdo mais estreitas
e afiladas. Alguns autores sugerem que esse tipo de sensila estd associada a funcéo
mecanorreceptiva (FRANK, LESKEY, BERGH, 2010; SEADA, 2015) (Figura 32).
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Figura 32 Micrografia de sensilas escamiformes (SE) e escamas (E) no flagelo de antena
de inseto macho de A. monuste orseis.

SEM HV: 10.0 kV WD: 25.26 mm VEGA3 TESCAN
View field: 118 ym Det: SE 20 ym
SEM MAG: 1.76 kx Date(m/d/y): 01/21/20 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a
NS17a

Além dessas, também foi observada a presenca de sensilas céticas ao longo do
flagelo da antena de insetos machos e fémeas com predominancia no apice da antena.
Esse tipo de sensila possui formato conico, além disso apresenta uma estrutura mais rigida
e pontuda como uma agulha e ainda possui superficie ranhurada no sentido longitudinal
(Figura 33). Alguns estudos relacionam essa sensila as fungbes quimiorreceptora de
contato e/ou mecanoreceptora, devido ao seu comprimento, posi¢éo vertical e, em alguns
casos, a presenca de um poro terminal (VAN DER PERS et al. 1980; XIANGQUN et al.,
2014; FRANK; LESKEY; BERGH, 2010).
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Figura 33 Micrografia de sensilas céticas (CE) localizadas no apice da antena de inseto
fémea de A. monuste orseis.

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.35 mm VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0kV | WD: 14.14 mm VEGA3 TESCAN|

View field: 449 pm Det: SE 100 pm View field: 111 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 462 x  Date(m/d/y): 01/21/20 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 1.87 kx ‘Date(mldfy): 01/21/20 IFALUCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a NS17a
NS17a NS17a

Sensilas basiconicas (SB) sdo mais curtas que as tricoides e as céticas e estdo
presentes em grande quantidade ao longo de todo o flagelo das antenas de insetos machos
e fémeas. Sua funcdo esta relacionada a recepcdo de volateis de plantas (SHIELDS,
HILDEBRAND, 1999).
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Figura 34 Micrografia de sensilas basiconicas (SB) e tricdides (TR) no flagelo da antena
de inseto macho A. monuste orseis.

SEM HV: 10.0 kV WD: 25.62 mm | | VEGA3 TESCAN|

View field: 100 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.07 kx Date(m/d/y): 09/09/21 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Em antenas de insetos machos foi possivel notar a presenca sensilas celoconicas
(SC) envoltas de estruturas cuticulares denominadas microtriquias (M). A funcdo desse
tipo de sensila ja foi associada tanto a recepcao de volateis de plantas quanto a percepgao
termo e higrosensorial (FRANK; LESKEY; BERGH, 2010).

Figura 35 Micrografia de sensilas celoconicas (SC) no flagelo da antena de inseto macho

de A. monuste orseis.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 14.95 mm | 11

View field: 92.7 pym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.24 kx Date(m/dly): 09/09/21 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
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Apesar de ndo terem sido visualizadas nessa analise, sensilas desse tipo ja foram
relatadas em insetos fémeas de A. monuste orseis (LIMBERGER, BRUGNER,
FONSECA, 2021). Possivelmente o posicionamento das antenas ou falha no

procedimento de metalizacdo pode ter prejudicado a deteccao.
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1.5 CONCLUSOES

O periodo de maior atividade de A. monuste orseis é durante a manha e o maior
namero de copulas ocorre com 48h de idade.

O (E)-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno, um terpeno conhecido como f-ocimeno, foi
identificado como sendo exclusivo de machos em A. monuste orseis e o estimulo incitado
por esse composto em antenas de fémeas foi significantemente diferente quando
comparado ao hexano no bioensaio “puft”.

N&o ha diferenca qualitativa dos compostos presentes nos extratos de asas de
machos e fémeas, clasper e ovipositor.

Machos e fémeas apresentaram resposta eletroantenografica a 12 compostos
presentes no extrato de ovipositor. Sete deles foram identificados como sendo os alcanos
lineares heneicosano, docosano, tricosano, tetracosano, pentacosano, hexacosano e
heptacosano. Os espectros de fragmentacdo sugerem que trés dos compostos sdo 0s
alcanos ramificados 9-metilpentacosano, 9,13-dimetilpentacosano e 13-metil-
heptacosano, sendo necessaria a confirmacdo de suas estruturas com padrdes sintéticos.
Os compostos (1) e (4’) sdo alcenos de 21 e 23 carbonos com uma insaturagdo em posi¢édo
ainda néo definida.

Através de MEV das antenas de insetos fémeas foi possivel observar a presenca

de cerdas de Bshm, sensilas céticas, escamiformes, basiconicas, celoconicas e tricoides,

estas comumente relacionadas a recepcao de feromdnios.
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2 SINTESE DE COMPONENTES FEROMONAIS DAS PRAGAS Pectinophora
gossypiella S. (Lepidoptera: Gelechiidae), Sitotroga cerealella (O.) (Lepidoptera:
Gelechiidae) e Phyllocnistis citrella (S.) (Lepidoptera: Gracillariidae)
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2.1 REFERENCIAL TEORICO

A busca pelo desenvolvimento de produtos que atuem de maneira efetiva e
sustentavel no monitoramento e controle de pragas chave e secundarias que acometem
culturas de importancia econdmica tem impulsionado pesquisas em torno da identificagéo
e sintese de feromonios. Existe na literatura uma diversidade de feromonios identificados
de diferentes espécies, no entanto, apenas uma parcela deles é comercializada (BRASIL,
2019).

Os feromonios da ordem Lepidoptera seguem uma tendéncia estrutural que
possibilita a ocorréncia de um componente da mistura feromonal de uma determinada
espécie também estar presente na mistura de outra, em alguns casos alterando-se apenas
o grupo funcional (ANDO et al., 2005; THOMAZINI, 2009; PHEROBASE, 2019). Esse
fato, permite que de uma mesma rota sintética seja possivel obter um componente que
podera ser utilizado em outras misturas. Para que isso seja possivel, € importante
desenvolver rotas estereosseletivas e/ou estereoespecificas para que nao haja a formacéo

quantitativa de um isémero indesejado.

2.1.1 As pragas: Pectinophora gossypiella, Sitotroga cerealella e Phyllocnistis citrella

Pectinophora gossypiella S. (Lepidoptera: Gelechiidae) é uma praga ocorrente na
cultura do algodoeiro (Gossypium hirsutum L. (Malvaceae: Gossypiae)) que é uma das
culturas mais importantes do Brasil, sendo cultivado em todas as regides, principalmente
no Nordeste, e exportado para diversos paises (OLIVEIRA et al., 2007; SILVA et al.,
2013).

Essa praga, tem se destacado pelos danos que pode causar, destruindo tanto as
fibras quanto as sementes, além dos controles quimico e bioldgico serem dificultados
enquanto fase larval, pois, apds a eclosao, as lagartas penetram e permanecem dentro das
macés do algod&o, onde se alimentam (NAIK et al., 2021).

Apesar disso, o controle quimico ainda é bastante difundido e, assim como em
outras culturas, esse método exige custos elevados, uma vez que, em grandes producdes,
0 consumo anual chega em torno de 10 toneladas de inseticidas (SILVA et al., 2013).

Como metodo alternativo de controle, tem sido utilizadas plantas geneticamente
modificadas. P. gossypiella ja se mostrou resistente a alguns cultivares de algodéo

transgénico Bt, mas esse ainda € um método muito utilizado uma vez que novos genes



61

estdo sempre sendo estudados e sequenciados (COSTA, QUEIROZ, 2014; DHURUA,
GUJAR, 2011). Além disso, também sdo utilizados inseticidas contendo esporos
fangicos, bem como feromonios, que tem mostrado resultados eficazes no controle dessa
praga (RASHAD et al., 2015; SEHTO et al., 2020)

Hummel et al. (1973) relataram pela primeira vez o feroménio de P. gossypiella
como sendo a mistura do acetato de (Z,Z2)-7,11-hexadecadienila (11) e do acetato de (Z,E)-
7,11-hexadecadienila (12) (Figura 36). A mistura foi nomeada por “Gossyplure” e é
comercializada pelo mesmo nome. O uso de armadilhas contendo o Gossyplure opera
desorientando os machos e, consequentemente, compromete a copula e proliferacdo
(MIRANDA, 2010).

Figura 36 Feromonio de P. gossypiela, acetato de (Z,Z)-7,11-hexadecadienila (11) e
acetato de (Z,Z)-7,11-hexadecadienila (12).

\/\/_\/\_/\/\/\/Y

Acetato de (Z,Z)-7,11-hexadecadienila (11)

/\/\/\/\_/\/\/\/ OY
0]
Acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila (12)

Uma outra praga que tem causado prejuizos € a Sitotroga cerealella (O.)
(Lepidoptera: Gelechiidae), conhecida como traca dos cereais, € uma praga primaria de
gréos armazenados como arroz, trigo e milho. Seus danos alteram o peso e a qualidade
dos grédos podendo gerar perdas na producéo de até 48%, além disso, também conseguem
deteriorar os produtos prontos para consumo, que sao as farinhas derivadas desses graos,
e 0s cereais ainda em campo, quando a plantacéo é localizada proxima ao armazenamento
(LORINI, 1999; FERNANDES, 2012).

O controle quimico é dificultado por motivo similar ao de P. gossypiella, pois S.
cerealella se acomoda dentro dos gréos, diminuindo o contato com os produtos aplicados
(CHAMP; DYTE, 1977).

Em contrapartida, outras técnicas tém mostrado bons resultados, como:
tratamentos com radiagéo nas regides do ultravioleta e infravermelho (KIM; LEE, 2014;
ABDULLAH et al., 2017); uso de extratos botanicos (SOARES et al., 2018); e uso de
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feromonios, tanto para o controle quanto para o monitoramento (VICK et al., 1974;
AKTER; ALI, 2016).

O feromonio de S. cerealella foi identificado como sendo o acetato de (Z,E)-7,11-
hexadecadienila, composto também presente na mistura feromonal de P. gossypiella, e
teve sua atividade avaliada pela primeira vez por Vick e colaboradores em 1974.

A praga Phyllocnistis citrella (S.) (Lepidoptera: Gracillariidae) é conhecida como
larva minadora dos citros e se alimenta das folhas fazendo com que estas ndo se
desenvolvam normalmente, retardando seu crescimento. Além disso, surgem areas
atrofiadas dando um aspecto de amarrotadas. A partir disso, as folhas caem e reduz a
produtividade da cultura consideravelmente (SILVA, 1998).

Os danos causados aos tecidos da planta por essa praga, contribuem para
penetracdo e desenvolvimento de patdgenos como Xanthomonas axonopodis pv citri, a
bactéria do cancro citrico, o que afeta ainda mais a producdo nessas culturas (CHAGAS;
PARRA, 2000).

O controle quimico ainda é o mais utilizado, uma vez que o bioldgico é
relativamente limitado, pois € feito com Ageniaspis citricola, que s parasita ovos e larvas
no primeiro instar (AGROLINK, 2019).

O controle comportamental utilizando feromonios tem mostrado resultados
eficazes (MOREIRA, MCELFRESH, MILLAR, 2006; LEAL et al., 2006).

Ando et al. (1985) relataram pela primeira vez o composto (Z,Z2)-7,11-
hexadecadienal (13) (Figura 37) como atraente para P. citrella. Posteriormente, foi
verificada a presenca de outro componente pertencente a mistura feromonal, o (Z,Z,E)-
7,11,13-hexadecadienal. Os testes de campo mostraram que a mistura contendo esse
composto se mostrou mais efetiva na captura de machos (MOREIRA; MCELFRESH;
MILLAR, 2006; LEAL et al., 2006). Tanto Leal et al. (2006) quanto La Pointe et al.
(2006) constataram uma proporgdo de 30:10 entre (Z,Z,E)-7,11,13-hexadecadienal e
(Z,2)-7,11-hexadecadienal na mistura atraente de P. citrella.

Figura 37 Componente do feroménio de P. citrella, (Z,2)-7,11-hexadecadienal (13).

(Z,72)-7,11-hexadecadienal (13)
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Diante do fato de que as trés pragas supracitadas sdo responsaveis por danos
consideraveis a producdo das culturas as quais sdo ocorrentes, hd grande interesse de
otimizar os métodos de controle utilizados. Os feromonios sintéticos destas pragas ja
apresentaram resultados efetivos no monitoramento e manipulacdo comportamental, no
entanto, as rotas de sintese apresentadas na literatura apresentam alguns aspectos que
podem, de alguma forma, ser otimizados, como baixo rendimento, dificil execucdo ou

obtencéo de mistura de isdbmeros, limitando sua empregabilidade.

2.1.2 Rotas descritas para o acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila, o acetato de (Z,2)-
7,11-hexadecadienila e (Z,Z)-7,11-hexadecadienal

Su e Mahany (1974) sintetizaram os isdmeros do acetato de 7,11-hexadecadienila
utilizando rotas convergentes de apenas seis etapas para o isbmero Z,Z e sete para o Z,E.
O material de partida utilizado na preparacdo do primeiro intermediario chave foi o 3-
octin-1-ol. Este alcool passou por uma reducdo E seletiva com amdnia em sodio e o
produto formado foi bromado com PBrs. Para a preparacéo do segundo intermediario, foi
utilizado o 6-cloro-1-hexanol (17) como material de partida, este passou por uma reacao
de protecdo com DHP e o produto formado passou por uma reacdo de substituicdo com
acetileto de litio complexado com etilenoadiamina. O alcino terminal formado foi
acoplado ao primeiro intermediario utilizando amideto de litio como base. O composto
formado foi reduzido com paladio e em seguida acetilado. O rendimento global foi de

11% para o isdmero Z,E (Esquema 1) e 17% para o Z,Z.
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Esquema 1 Rota sintética seguida por Su e Mahany (1974) para a prepara¢do do acetato
de (Z,E)-7,11-hexadecadienila.

OH
\/\/\/ Na/NH3vW\/OHPBr \/\/\/\/Br

—_—
(14) s) (16)
OH
Cl/\/\/\/ /\/\/\/OTHP OTHP
DHP (| LIC=CH //\/\/\/
(17) — (18) 16, F
(19)
LiNH, T H,/Pd-BaSO
—_— . // N 2/ Fd-BadsUy
\/\/\/\/ \

(16) 20)

\/\/\/\/_\W CH3COC1/HOAC\/\/\/\/—\MOAC

—_— =

N 2 OTHP n
21N (12)

Algumas outras rotas para a sintese do mesmo composto, como as descritas por
Muchowski e Venuti (1981) e Andelic, Myhren e Skattebgl (1985), apresentaram
melhores rendimentos, mas houve a formagdo de mistura de isdmeros, uma vez que 0O
objetivo era a preparagdo do Gossyplure que é composto por uma mistura 1:1 de Z,Z:Z,E.

A obtencdo da mistura de isdbmeros pode limitar sua empregabilidade em
determinados casos, além disso, a preparacdo individual de cada componente permite a
formulacdo de misturas com proporc¢édo controlada e possibilita uma producdo em escala
para aplicacdo no controle comportamental.

Nesse contexto, a literatura também apresenta rotas em que ha a formacéo
individual dos isdmeros com bons rendimentos, como a descrita por Mori, Tominaga e
Matsui (1974) (Esquema 2). Essa rota linear iniciou-se com o acoplamento do brometo
de propargilmagnésio com um brometo de alquila insaturado, previamente preparado a
partir da bromacéo do alcool correspondente. Em seguida, o diino ou enino formado foi
acoplado ao 2-[(6-bromohexil)oxi]tetrahidro-2H-pirano e posteriormente desprotegido

formando o alcool, o qual foi hidrogenado e acetilado.
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Esquema 2 Rota sintética seguida por Mori, Tominaga e Matsui (1974) para a preparacao
do acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila.

B
/\/\/\/OH PBr; /\/\/\/ r THF W\/\

- »
(15) (16) HC=CCH,MgBr (23)
(22)
n-BuLi
THEHMPA _ « p-TsOH/MeOH
\
B~~~ OTHP OTHP
(24) (20)
= % P-2 niquel /\/\/\/E/\e%' OH
oH T .
(25) n 26)

Il
W

Ac,0/CsH;N /\/\M/\MOAC n
—> n

(12)

Uma outra abordagem, descrita por D’yakonov et al. (2017), utiliza
ciclomagnesiacdo cruzada intermolecular catalisada por Ti de 1,2-dienos alifaticos e
oxigenados com reagentes de Grignard (Esquema 3). Os autores afirmam que esse tipo
de reacdo tem sido utilizado de maneira eficaz na sintese de uma variedade de moléculas
contendo o grupo 1,5-dieno com configuracdo cis,cis. O acetato de (Z,2)-7,11-

hexadecadienila foi obtido com um rendimento total de 74%.

Esquema 3 Rota sintética sugerida por D’yakonov et al. (2017) para a preparagdo do
acetato de (Z,2)-7,11-hexadecadienila.

= ](E:;k;%?crfzw(llg(’) mol%) 5% HCI
0
2 @ » Pz y A OTHP | —>»
+ Et,0 2 g 5
—C= OTHP
(28) © (29)

p-TsOH AN NN NN
W/\WOTHP > 2 5
— MeOH:CHCI3(1:1)
5 (€29)

2 (30)
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Em relacdo a sintese do (Z,2)-7,11-hexadecadienal, ja foram descritas rotas
estereosseletivas lineares como as descritas por Moreira, Mcelfresh e Millar (2006)
(Esquema 8) e Leal et al. (2006) (Esquema 4).

A rota de Moreira, Mcelfresh e Millar (2006) possuiu oito etapas e iniciou com a
inser¢do de um grupo protetor a hidroxila de um alcool com uma tripla terminal. Esse
composto foi tratado com n-Buli e acoplado ao 1-cloro-3-iodopropano. O cloreto formado
foi convertido ao iodeto através do tratamento com iodeto de sodio e acetona em refluxo.
O iodeto formado reagiu com PPhs formando o sal de fosfonio correspondente. O
tratamento deste sal com LiIHMDS formou o ileto necessario para a reacdo de Wittig com
o pentanal. O produto formado teve o grupo protetor retirado através de tratamento com
p-TsOH. Em seguida a ligacg&o tripla foi hidrogenada e, por fim, o dienol foi oxidado ao

aldeido correspondente. O rendimento global desta reagéo foi de 15,9%.

Esquema 4 Rota seguida utilizada por Moreira, Mcelfresh e Millar (2006) para a
preparacdo do (Z,Z2)-7,11-hexadecadienal.

OTHP

OH DHP, pTSA OTHP n-BuLi
// CHCLy // CI(CH,);1 CI //

(32) (19) (33)

OTHP OTHP
Nal Acctopa _PPhs LiHMDS, DMPU
Refluxo Tolueno PPhyl Pentanal

34) (35)

(20) (25)

P-2 Ni, H, — o PCC —
——— "N VNN NN CHCL \/\/_\/\z/\/w
O
@31 (13)

Jaarota de Leal et al. (2006) (Esquema 6) iniciou com o acoplamento cruzado do
dibromopropano com um reagente de Grignard. O produto foi tratado com acetileto de
litio complexado com etilenoadiamina resultando em um alcino terminal que em seguida
foi acoplado com o 1-bromooct-3-eno. A ligacdo tripla foi hidrogenada e o grupo protetor

retirado por meio de hidrdélise acida. O rendimento global desta reacéo foi de 14,7%.
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Esquema 5 Rota sintética seguida por Leal et al. (2006) para a preparagédo do (Z,2)-7,11-
hexadecadienal.

Bng\/\(O} O O
B AP C Br\m/j —Li \\/\/\/< )
0 >
(36) Li,CuCl,/THF HMPA, THF 0
(38) (39)

n-BuLi, AA_ABr

HMPA, THF :> Quinolina, MeOH

(41) @)
0 OCH;,
/Mw } LTSOHN\:/\/W
— 0 MeOH OCH,4
(42) (43)
0
T A/\_/\/_\/\/\J
THF — —

(13)

Diante das rotas aqui apresentadas, é notado que a maioria utiliza um acoplamento
entre um alcino terminal e um haleto de alquila insaturado como etapa chave. A Unica
excecdo € a rota de D’yakonov et al. (2017) que parte de uma ciclomagnesiagdo alenos
para a preparacdo do isdmero Z,Z.

Seguindo esse raciocinio e a fim de preparar os isdmeros Z,Z e Z,E do acetato de
7,11-hexadecadienila através de uma rota de facil execucao, a rota proposta neste trabalho
também utilizara esse tipo de acoplamento. Além disso, a preparacdo dos principais
intermediarios partird de compostos relativamente baratos que podem tornar a sintese

desses feromonios mais viavel economicamente.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Geral

Propor uma nova rota sintética para a preparagdo dos componentes dos

feromonios de P. gossypiella, S. cerealella e P. citrella.

2.2.2 Especificos

» Sintetizar o acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila;
» Sintetizar o acetato de (Z,2)-7,11-hexadecadienila;
» Sintetizar o (Z,2)-7,11-hexadecadienal.

» Caracterizar os compostos sintetizados por CG-EM e RMN.



69

2.3 MATERIAL E METODO

2.3.1 Considerag0es iniciais

Todos os experimentos aqui descritos foram realizados no Laboratorio de
Pesquisa em Recursos Naturais — UFAL.

Todas as reagdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizando placas de silica como fase estacionaria e solu¢des de hexano/acetato de
etila como fase movel. As placas foram reveladas com solucdo acida de vanilina.

Os produtos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em aparelho Shimadzu, modelo GC-MS QP-2010, usando hélio

como gas de arraste.

2.3.2 Proposta de sintese do acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila, acetato de (Z,2)-7,11-
hexadecadienila e (Z,Z)-7,11-hexadecadienal

Abaixo estdo descritas as rotas sugeridas para obtencdo do acetato de (Z,E)-7,11-
hexadecadienila (Esquema 7), do acetato de (Z,Z2)-7,11-hexadecadienila e do (Z,2)-7,11-
hexadecadienal (Esquema 6).
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Esquema 6 Rota sintética proposta para obtencdo do composto acetato de (Z,2)-7,11-
hexadecadienila e (Z,Z)-7,11-hexadecadienal.

1) HO\/\/\/\ HBr \/\/\/\ DHP, pTSA OTHP
0 I N

H——» _ >
. 1,2-DCE THF
1.6-hexanodiol (44) 6-bromo-1-hexanol (45) 2-(6-bromoexiloxi)tetraidropirano (24)
OTHP
= 7

DMSO . . .
2-(oct-7-iniloxi)tetraidropirano (19)

2) HO DHP, pTSA THPO _ nBuLi, HMPA_ HMPA
\/\BI‘ - = \/\
2-bromoetanol (46) DCM 5. (2- bromoet0x1)tetra h1dr0/-/\/\

2H-pirano (47) tetrahidro-2-(3-octin-1-iloxi)-

1-hexino (48) 2H-pirano (49)
pTSA’MeOH /\/\/\ CBI'4’ PPh3 x
- = OH B
r
oct-3-in-1-ol (14) 1-bromooct-3-ino (50)
nBuLi, HMPA N\

3) (A9+(50) ———— N pTSAMeOH
THP N -

OTHP

2-(hexadec-7,11-diiniloxi)tetraidropirano (51)

H,, Lindlar

T MeOH WV\/VOH
MeOH -

OH (Z,2)-7,11-hexadecadien-1-o0l (31)
hexadec-7,11-diin-1-ol (52)

NN T AN ANUNAU Y Ac,0, Py)

acetato de (Z,2)-7,11-hexadecadienila (11)

(Z,2)-7,11-hexadecadienal (13)
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Esquema 7 Rota sintética proposta para obtencdo dos compostos acetato de (Z,E)-7,11-
hexadecadienila.

2) Diglima AN CBry PPh3/\/\/\/\
A/\A Y on : V4 -
O

py LiAlH,
oct-3-in-1-ol (14) (E)-oct-3-en-1-0l (15) (E)-1-bromooct-3-eno (16)
BuLi, HMPA 7 N
nBuLi,
3) (19)+(16) —— N pTSA,MeOH
OTHP

(E)-2-(hexadec-11-en-7-iniloxi)tetraidropirano (20)

H,, Lindlar

/ VAV AV AN AN ANV A4 O
\\ MeOH / —
(Z,E)-7,11-hexadecadien-1-0l (26)
OH

(E)-2-hexadec-11-en-7-in-1-o0l (25)

0
Acy0, Py /NN N NN

" .

acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila (12) O

As rotas basearam-se na proposta sugerida por Souza (2018) que sintetizou o
intermediario (19) da mesma maneira e o (16) por meio de bromacéao do (E)-oct-3-enil-
4-metilbenzenosulfonato com NaBr.

Na rota proposta, o primeiro intermediario foi preparado em trés etapas partindo
de um diol de seis carbonos que passa por uma monobromacdo com HBr. O produto
bromado teve sua hidroxila protegida por um grupo THP e em seguida o bromo foi
substituido pelo acetileto de litio.

Para a preparacdo do segundo intermediario dos compostos de configuracdo Z,Z
foram necessarias quatro etapas. A primeira € uma protecdo com DHP da hidroxila de um
bromoalcool de 2 carbonos. Esse composto foi acoplado com um alcino terminal de seis
carbonos gue em seguida teve o grupo protetor retirado formando o respectivo alcool, o
3-octin-1-ol. A hidroxila desse alcool foi substituida pelo bromo utilizando CBra.

Na preparacdo do isdmero de configuracdo Z,E, o 3-octin-1-ol passou por uma
reducdo E seletiva com LiAlIH4 para em seguida ser bromado.

Os compostos obtidos em cada etapa foram caracterizados por espectrometria de

massas e RMN.
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2.3.2.1 Obtencdo do 2-(oct-7-iniloxi)tetraidropirano (17)

Preparacdo do 6-bromo-1-hexanol (45)

HO HBr Br.
NV AV AV AN S VANVANAN
OH 1,2-DCE OH
78%

1,6-hexanodiol (44) 6-bromo-1-hexanol (45)

Em um baldo de 250 mL, 1,6-hexanodiol (4,98 g; 42,20 mmol; 1 eq.) foi
solubilizado em 127 mL de 1,2-DCE e HBr 48% (9,5 mL; 84,74 mmol; 2 eq.). A reagéo
foi mantida sob agitacéo e refluxo a 85 °C por 4 h. O produto obtido foi lavado com agua
destilada (25 mL), solu¢do de NaHCO3 2,5% (2 x 25 mL) e solug&o saturada de NaCl (25
mL) e extraido com acetato de etila (3 x 30 mL). Em seguida, a fragdo organica foi seca
em NaxSOyq, filtrada e o solvente removido em rotaevaporador. O 6-bromo-1-hexanol foi
obtido com 78% de rendimento (5,98 g; 33,04 mmol).

EM m/z (%) (Figura 38): 164,0 (1); 162,0 (1); 136,0 (13); 134,0 (14); 121,9 (1); 119,9
(1); 83,0 (70); 69,0 (20); 55,0 (100); 41,0 (70).

'H RMN (600 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 37): 1,36 — 1,49 (m, 4H); 1,58 (qo, J = 6,73,
2H); 1,87 (go, J = 6,92, 2H); 3,41 (t, J = 6,76, 2H); 3,64 (t, J = 6,53, 2H).

13C RMN (150 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 39): 24,94; 27,94; 32,50; 32,71; 33,87;
62,76.

Preparacdo do 2-(6-bromoexiloxi)tetraidropirano (24)

H “ThHF

95%
6-bromo-1-hexanol (45) 2-(6-bromoexiloxi)tetraidropirano (24)

NN NP
Br\/\/\/\ DHP, pTSA Br
(0] >

Em um baldo de 250 mL, foram adicionados 10 g de 6-bromo-1-hexanol (55,3
mmol; 1 eq.), 11,2 mL de 3,4-diidropirano (121,66 mmol; 2,2 eq.), 2 cristais de p-TsOH
e 100 mL de THF. A reacéo foi mantida sob agitacéo e temperatura ambiente por 16 h. A
fracéo organica foi lavada com solucdo de NaHCOs 2,5% (2 x 40 mL) e solugdo saturada

de NaCl (1 x 40 mL), em seguida foi seca em Na SO, filtrada e o solvente removido em
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rotaevaporador. O composto (24) (13,96 g; 52,70 mmol) foi obtido com 95% de

rendimento.

EM m/z (%) (Figura 42): 265,1 (1); 263,1 (1); 192,8 (1); 165,1 (1); 163,1 (1); 101,0 (3);
85,0 (100); 55,0 (26); 41,05 (27).

Preparacdo do 2-(7-octiniloxi)tetraidropirano (19)

DMSO

5 NN N —— o_ 0

68%
2-(6-bromoexiloxi)tetraidropirano (24) 2-(oct-7-iniloxi)tetraidropirano (19)

Em um bal&o de 100 mL, previamente seco, contendo acetileto de litio (complexo
com etilenodiamina) (2,82 g; 30,63 mmol; 2 eq.) e 16 mL de DMSO foi adicionada,
lentamente, uma solucdo do composto (24) (4,01 g; 15,14 mmol; 1 eq.) em 4 mL do
mesmo solvente. A reacéo foi mantida em temperatura ambiente e atmosfera inerte por 4
h. Ao produto foram adicionados 40 mL de NH4Cl. A mistura foi filtrada a vcuo em
celite e a extracdo foi feita com acetato de etila (3 x 40 mL). A fracdo orgéanica foi lavada
com agua destilada (3 x 40 mL) e solucéo saturada de NaCl (1 x 40 mL), seca em Na,SOa,
filtrada e o solvente retirado em rotaevaporador. O produto (19) (2,14 g; 10,19 mmol) foi
obtido com 68% de rendimento.

EM m/z (%) (Figura 43): 209,1 (0,8); 122,0 (2); 115,0 (0,8); 109,1 (2): 101,0 (21); 85,0
(100); 67,0 (33); 55,0 (21); 41,0 (19).

IH RMN (600 MHz, CDCls), & (ppm) (Figura 44): 3,38 (dt, J1 = 9,46; J2 = 6,81, 1H);
3,73 (dt, J1 = 9,46; J2 = 6,81, 1H); 3,50 (m, 1H); 3,86 (m, 1H); 2,18 (td, J. = 7,12; J, =
2,64, 2H); 1,94 (t, J=2,76, 1H); 4,57 (m, 1H).

13C RMN (150 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 45): 18,33; 98,83.
2.1.1.1 Obtencdo do 1-bromooct-3-ino (50)

Preparacdo do 2-(2-bromoetoxi)tetra-hidro-2H-pirano (47)
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DHP, pTSA  THPO,
—>

DCM \/\Br

HO,
NN,
98%  2-(2-bromoetoxi)tetra-hidro-

2-bromoetanol (46) 2H-pirano (47)

Em um baldo de 50 mL foram pesados 3 g de 2-bromoetanol (0,0240 mol; 1 eq.).
Em seguida foram adicionados 15 mL de DCM, 3,1 mL de DHP (0,0336 mol; 1,4 eq.) e
p-TsOH como catalisador. A reacdo foi mantida sob agitacéo e temperatura ambiente por
3h. Por fim, o material foi neutralizado com solugéo de NaHCO3 2,5% (2 x 20 mL),
extraido com AcOEt (1 x 20 mL) e a fragdo orgéanica foi lavada com &gua destilada (4 x
20 ml) e solucdo saturada de NaCl (1 x 20 mL), em seguida foi seca em NaxSOyg, filtrada
e 0 solvente removido em rotaevaporador. O 2-(2-bromoetoxi)tetra-hidro-2H-pirano
(4,918 g; 0,0235 mol) foi obtido com 98% de rendimento.

EM m/z (%) (Figura 46): 209,1 (1); 179,9 (0,1); 152,9 (2); 108,9 (23); 106,9 (24); 85,0
(100); 73,0 (14); 56,0 (75); 41,0 (79).

Preparacdo do tetrahidro-2-(3-octin-1-iloxi)-2H-pirano (49)

- _ THPO
2-(2-bromoetoxi)tetra-hidro- /\/\
7

2H-pirano (47)
1-hexino (48) tetrahidro-2-(3-octin-1-iloxi)-2H-pirano (49)

Em um bal&o de 100 mL, previamente seco, foram adicionados 2,2 mL de hexino
(1,567g; 0,0191 mol; 2 eq.) e 20 mL de THF. A mistura foi colocada sob atmosfera de
N2, agitacdo e refrigerada a -78 °C, passados 15 min ap0s atingir essa temperatura, 15 mL
de nBuLi 1,6 M (0,0235 mol; 2,4 eq.) foram adicionados com o auxilio de uma seringa.
Em seguida, o banho de refrigeracdo foi desligado e ap6s 50 min, quando a temperatura
atingiu cerca de -35°C, 3,8 mL de HMPA (0,0215 mol; 2,2 eq.) foram adicionados.
Passados 15 min, 2,052 g do reagente bromado (0,0098 mol; 1 eq.) foram adicionados. A
reacdo durou cerca de 16h. Por fim, o bal&o foi colocado em banho de gelo e 20 mL de
agua destilada foram adicionados a mistura que permaneceu sob agitagdo por 10 min. O
material foi extraido com AcOEt (1 x 20 mL) e a fracdo orgénica foi lavada com &gua
destilada (6 x 20 mL) e solugéo saturada de NaCl (1 x 20mL). O produto (1,932 g; 0,0092

mol) foi obtido com rendimento de 80,5%.
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EM m/z (%) (Figura 47): 210,9 (0,05); 165,0 (0,5); 153,0 (0,2); 115,0 (0,8); 101,0 (0,9);
85,0 (100); 67,0 (44); 55,0 (16); 41,0 (22).

Preparacdo do oct-3-in-1-ol (14)

tetrahidro-2-(3-octin-1-iloxi)-2H-pirano (49) oct-3-in-1-ol (14)

Em um baldo de 25 mL foram adicionados tetrahidro-2-(3-octin-1-iloxi)-2H-
pirano (1,932g; 1 eq; 0,0092 mol), pTSA (1,750g; 1 eq; 0,0092 mol) e 19,5 mL de MeOH.
A reacdo foi mantida sob agitacdo e temperatura ambiente por uma noite. O fim da reacéo
foi verificado por CCD. O material foi neutralizado com solu¢do de NaHCO3 2,5% (1 x
20 mL), extraido com AcOEt (1 x 20 mL) e a fragdo organica foi lavada com agua
destilada (2 x 20 ml) e solucdo saturada de NaCl (1 x 20 mL), em seguida foi seca em
Na>SOyg, filtrada e o solvente removido em rotaevaporador. O produto (0,869 g; 0,0068

mol) foi obtido com 87% de rendimento.

EM m/z (%) (Figura 48): 126,0 (0,9); 111,0 (3); 97,0 (13); 84 (72); 67,0 (58); 54,0 (100);
41,0 (57).

Preparacdo do 1-bromooct-3-ino (50)

HO CBr,,PPh, o
\/\/\/ DCM \/\/\/

oct-3-in-1-ol (14) 1-bromooct-3-ino (50)

Em um baldo de 100 mL previamente seco, 1,583 g do oct-3-in-1-ol (1 eq; 0,0125 mol) e
CBrs (4,97 g; 1,2 eq; 0,0150 mol) foram dissolvidos em 15 mL de DCM. A mistura foi
mantida sob atmosfera de N e foi colocada em banho de gelo. Uma solugéo de PPhs (4,90
g; 1,5 eq; 0,0187 mol) e 10 mL de DCM foi adicionada lentamente a mistura inicial. A

reacdo foi mantida sob agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera de N2 por 1h30min.
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O consumo do material de partida foi observado por meio de CCD. Ao fim da reacéo, o
material foi concentrado em evaporador rotatorio. Formou-se uma pasta no bal&o e neste
foi adicionado hexano. O baldo foi colocado em cuba ultrassonica por 3 min e a fragéo
sobrenadante foi filtrada em silica. Este procedimento foi repetido por 3 vezes. O solvente
foi retirado através de rotaevaporador e 1-bromooct-3-ino (2,101 g; 0,0111 mol) foi

obtido com um rendimento de 89%.

EM m/z (%) (Figura 49): 188,9 (0,04); 148,9 (1); 146,9 (1); 109,0 (7); 95 (10); 81,0 (22);
79,0 (14); 67,0 (100); 41,0 (23).

'H RMN (600 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 50): 0,92 (t, J = 7,01, 2H); 1,38 — 1,45 (m,
2H); 1,45 — 1,51 (m, 2H); 2,17 (t, J = 7,11, 2H); 2,73 (t, J = 7,11, 2H); 3,43(t, J = 7,35,
2H).

13C RMN (150 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 51): 13,60; 18,37; 21,90; 23,36; 30,40;
30,89; 77,24; 82,67.

2.1.1.2 Preparacéo do (E)-oct-3-en-1-ol (15)

Diglima
/\/\/\ R NN Non
Ol LiAlH4

87%
oct-3-in-1-ol (14) (E)-oct-3-en-1-ol (15)

Em um bal&o de 100 mL contendo LiAlIH4 (1,37 g; 34,92 mmol; 2 eq.) e 20 mL
de diglima foi adicionada uma solu¢do de 3-octi-1-ol (2,20 g; 17,46 mmol; 1 eq.) em
diglima (20 mL). A reacédo foi mantida sob atmosfera de nitrogénio e refluxo a 170 °C
por 5h. Apos atingir a temperatura ambiente, o baldo foi colocado em banho de gelo e 3
mL de agua destilada foram adicionados, gota a gota. Também foram adicionados 3 mL
de solucdo de NaOH 15% e mais 9 mL de agua destilada. A mistura foi mantida sob
agitacdo por 30 minutos, em seguida foi filtrada com celite e a extracdo foi feita com
acetato de etila (3 x 40 mL). A fracdo organica foi lavada com agua destilada (10 x 40
mL) e solucéo saturada de NaCl (1 x 40 mL). O composto (15) (1,90 g; 14,84 mmol) foi

obtido com 87% de rendimento.

EM m/z (%) (Figura 55): 128,0 (0,7); 110,0 (16); 95,05 (14); 81,0 (53); 68,0 (53); 67,0
(41); 56,0 (30): 55,0 (100); 41,0 (50).
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IH RMN (600 MHz, CDCls), & (ppm) (Figura 56): 0,88 (t, J = 7,12, 3H); 1,27 — 1,36 (m,
4H); 2,01 (g, J = 6,90, 2H): 2,25 (qq, J1 = 6,31, J> = 1,01, 2H); 3,61 (t, J = 6,31, 2H): 5,36
(dtt, J. = 15,30, J> = 6,89, J3 = 1,22, 1H); 5,54 (dtt, J, = 15,30, J» = 6,89, J3 = 1,22, 1H).
13C RMN (150 MHz, CDCls), & (ppm) (Figura 55): 14,26; 22,54; 31,94; 32,67; 36,31;
62,35; 126,00; 134,68.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Obtencao do 2-(oct-7-iniloxi)tetraidropirano (19)

Preparacdo do 6-bromo-1-hexanol (45)

A primeira etapa foi a monobromacdo, com HBr e 1,2-DCE, do diol de seis
carbonos. O produto foi obtido com 78% de rendimento, no entanto, essa etapa sera,
posteriormente, otimizada para obtencdo de um melhor rendimento, uma vez que a
literatura aponta a obtencdo do mesmo produto com rendimentos acima de 80% (HE;
BALDWIN; LE, 2018; OLIVEIRA, 2018).

A reacdo em questdo, trata-se de uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2)
em que a primeira etapa é a protonacdo da hidroxila. Em seguida, a hidroxila protonada
é substituida pelo ion brometo (Br) e ha a liberacdo de 4gua (Esquema 8).

Essa reacdo ocorre com transferéncia de fases, sendo assim, a medida que o
produto da primeira substituicdo é formado, este torna-se mais solGvel na fase organica,
para onde é transferido. Como a maior parte dos ions Br- encontram-se na fase aquosa, a
segunda substituicdo é dificultada, desfavorecendo a formacdo do produto dibromado
(OLIVEIRA, 2018).

Esquema 8 Mecanismo da reacdo de bromac&o do 6-bromo-1-hexanol em meio &cido.

AN /\/\/\g\ e VaVaYe

BT H,0

A amostra foi analisada por CG/EM. O produto esperado, o 6-bromo-1-hexanol
(45), possui massa molar igual a 180 g/mol e 182 g/mol. Essa variacdo de duas unidades
de massa se deve a presenca do atomo de bromo que apresenta abundéncia isotopica
significativa tanto para "°Br quanto para o 8Br (PAVIA et al., 2015).

O espectro obtido (Figura 38) ndo apresenta o pico do ion molecular (IM), mas
sugere a formagéo de (45) pela presencga dos seguintes fragmentos: m/z 162 e m/z 164,
referentes a desidratacdo [M-18]", caracteristica de alcoois (PAVIA et al., 2015); m/z
134, m/z 136, m/z 120 e m/z 122, referentes a perda de unidades de metileno; m/z 83,
referente a perda de adgua e do halogénio, [M-18-79] " e [M-18-81]"; m/z 55 é o0 pico base
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(PB), sua abundancia pode ser justificada pela possibilidade de sua formacéo a partir dos

fragmentos anteriormente citados.

Figura 38 Espectro de massas do composto (45).
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A amostra também foi analisada por RMN. No espectro de RMN !H sdo
observados dois tripletos em 3,64 ppm e 3,41 ppm referem-se aos prétons mais proximos
dos elementos mais eletronegativos, oxigénio e bromo, respectivamente. Esse
deslocamento é explicado pelo efeito retirador de elétrons que esses atomos exercem
sobre os nucleos proximos (PAVIA et al., 2015). Esse efeito ainda € observado nos
protons em 1,87 ppm e 1,58 ppm, referentes a H-5 e H-2, respectivamente. Os sinais mais
protegidos, em 1,46 ppm e 1,39 ppm, referem-se aos prétons H-4 e H-3 (Figura 39).

A correlacdo entre esses prétons foi verificada através do COSY (Correlated
Spectroscopy), onde um espectro homonuclear de duas dimensdes é gerado e 0s picos
que aparecem fora da diagonal indicam as correlacGes entre os hidrogénios acoplados a
trés ligagdes (3J), ou seja, ligados a atomos de carbono vizinhos (Figura 40)
(NASCIMENTO, 2016).
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Figura 39 Espectro de RMN *H do composto (45), solvente CDCls.
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No espectro de RMN 3C séo observados seis sinais (Figura 41). O sinal em 62,76
ppm refere-se ao carbono diretamente ligado ao oxigénio. Esse carbono sofre mais
fortemente o efeito retirador de elétrons que o carbono diretamente ligado ao bromo, que
vem em seguida, em 33,87 ppm (KAUPP et al., 1998).
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Figura 41 Espectro de RMN *3C do composto (45), solvente CDCls,
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Tabela 3 Dados de RMN H, 3C e COSY (§ - ppm; J - Hz) para 6-bromo-1-hexanol,
CDCls,

- . COSY
HIC  §%C 5'H 5 Th
1 62,76 3,64 (t, J = 6,53, 2H) 1,58 (H-2)
2 1,58 (qo, J = 6,73, 2H) 3,64 (H-1); 1,36 (H-3); 1,49 (H-4)
3 1,36 — 1,49 (m, 2H) 1,58 (H-2); 1,49 (H-4); 1,87 (H-5)
4 1,36 — 1,49 (m, 2H) 1,87 (H-5); 1,58 (H-2); 1,36 (H-3)
5 1,87 (qo, J = 6,92, 2H) 1,49 (H-4); 1,36 (H-3); 3,41 (H-6)
6 33,87 3,41 (t, J = 6,76, 2H) 1,87 (H-5)

Preparacdo do 2-(6-bromoexiloxi)tetraidropirano (24)

A segunda etapa foi a protecdo da hidroxila com DHP catalisada por p-TsOH. O
produto foi obtido com 95% de rendimento. Nessa reacdo de adi¢do eletrofilica, a ligacdo
7 captura o hidrogénio acido do catalisador formando o cation de THP. Este sofrerd o
ataque do oxigénio do alcool que em seguida serd desprotonado regenerando, assim, o
catalisador (Esquema 9). A presenca do THP na molécula protege a hidroxila de modo
gue na proxima etapa, mesmo na presenca de uma base forte, este sitio ndo esteja
susceptivel a reacdes e a substituicdo ocorra apenas no carbono halogenado. Além disso,
este grupo pode ser facilmente retirado via hidrélise acida quando assim for necessario
(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).
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Esquema 9 Mecanismo de prote¢édo da hidroxila do composto (24) com DHP.

O produto foi analisado por CG/EM. O 2-(6-bromoexiloxi)tetraidropirano (24)
possui uma massa molar de 264 g/mol. A sua formacdo é sugerida a partir da presenca
dos picos m/z 163 e m/z 165 no espectro de massas (Figura 42) que se referem a perda do
grupo OTHP, que também aparece fragmentado com m/z 101, indicando que a protecao,
de fato, ocorreu. O PB, m/z 85, tem sua intensidade justificada pela facilidade de
fragmentacdo do acetal, onde um carbono esta entre dois &tomos de oxigénio tornando a

ligagdo C-O externa ao ciclo mais enfraquecida.

Figura 42 Espectro de massas do composto (24).
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Preparacao do 2-(7-octiniloxi)tetraidropirano (19)

A Ultima etapa da preparacdo do intermediario comum a todas as rotas foi a
alquilacdo com acetileto de litio na forma de complexo com etilenodiamina na presenca
de DMSO (SMITH; BEUMEL JUNIOR, 1974). Foi obtido um rendimento de 68%.

Nessa reacdo, o acetileto de litio atua como nucle6filo substituindo o bromo e
formando o alcino terminal (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).
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Esquema 10 Mecanismo de alquilagcdo do composto (19) com acetileto de litio.

O A oy

O produto formado tem massa molar igual a 210 g/mol. A partir do espectro obtido
em CG/EM (Figura 43), a formacdo do alcino terminal é sugerida pela presenca do
fragmento m/z 209, referente a perda do hidrogénio terminal. A perda do hidrogénio
terminal é favorecida pelo maior cardter s da ligacdo tripla hibridizada em sp em
comparagdo com as outras ligagcdes C-H, o que torna a ligacdo com o hidrogénio mais
enfraquecida (SOLOMONS; FRYHLE, 2013).

O pico m/z 109, refere-se a perda do grupo OTHP [M-101] e o PB m/z 85, como
mencionado anteriormente, refere-se ao THP formado a partir da fragmentacéao da ligacao
C-O do acetal.

Figura 43 Espectro de massas do composto (19).
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A amostra também foi analisada por RMN. No espectro de RMN *H (Figura 44)
é observado um tripleto em 1,94 ppm referente ao hidrogénio da ligacao tripla (H-8), este
hidrogénio acopla com os hidrogénios H-6. Este que, por sua vez, acopla como H-8 e com
0 H-5 gerando um triplo dupleto em 2,18 ppm. O sinal de maior deslocamento é um
multipleto em 4,57 ppm, este é referente ao H-1" ¢ esse deslocamento ¢ justificado pela
proximidade de dois oxigénios que exercem o efeito retirador de elétrons. H-1 e H-5’
estdo proximos a um estereocentro, logo sdo diastereotdpicos, ou seja, cada hidrogénio
tera um deslocamento diferente (PAVIA et al., 2015).
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Figura 44 Espectro de RMN *H do composto (19), solvente CDCls.
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No espectro de 3C (Figura 45) é possivel deduzir que o sinal mais deslocado, em
98,83 ppm é referente ao carbono localizado entre os dois &tomos retiradores de elétrons
e 0 mais protegido, em 18,33 ppm, é referente ao carbono sp® vizinho a ligac&o tripla que,

pela proximidade, sofre o efeito anisotropico da insaturacdo (PAVIA et al., 2015).

Figura 45 Espectro de RMN *3C do composto (19), solvente CDCI3.
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Tabela 4 Dados de RMN *H e 3C (& - ppm; J - Hz) para o composto (19), CDCI3.

H/C 813C SH

3,38 (dt, J1 = 9,46; J, = 6,81, 1H);
3,73 (dt, J1 = 9,46; J, = 6,81, 1H);

les 3,50 (m, 1H);

3.86 (. 1H).
6 1833 2,18 (td, J1=7,12; J, = 2,76, 2H)
8 1.94 (t, J=2,76, 1H)

I’ 98,83 4,57 (m, 1H)
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2.4.2 Obtencao do 1-bromooct-3-ino (50)

Preparacdo do 2-(2-bromoetoxi)tetra-hidro-2H-pirano (47)

A primeira etapa da preparacdo do segundo intermediario foi a inser¢do de um
grupo protetor a hidroxila do 2-bromoetanol. Para isso foi utilizado o DHP e quantidades
cataliticas de p-TsOH da mesma maneira que é descrito para a preparacdo de (24). O
produto foi obtido com 98% de rendimento.

O produto formado tem 210 g/mol e 208 g/mol devido a abundancia isotopica do
atomo de bromo (PAVIA et al., 2015). A amostra foi analisada em CG-EM onde foi
possivel observar a presenca do fragmento m/z 85, que também é o PB, indicando a
presenca do THP na molécula e confirmando que a protecdo ocorreu. Também é notado
a presenca de picos com diferenca de duas unidades de massa com abundancia proxima
entre si, referente aos fragmentos contendo o &tomo de bromo (Figura 46). Além disso,
nota-se os fragmentos m/z 209 e 207, referentes a [M-1]", mais intensos que o pico do

fon molecular.

Figura 46 Espectro de massas do composto (47).

; o10.000)

56
0.5 107 M-I

. 73 2T9
0.0-. L |’|! .“ . I| - Al il ! ? 180 |
50.0

1]
1000 125.0 1500  175.0 2000

Preparacdo do tetrahidro-2-(3-octin-1-iloxi)-2H-pirano (49)

O brometo protegido formado na etapa anterior foi submetido a uma reacédo de
acoplamento com o 1-hexino. Nesta reacdo, o alcino terminal é tratado com uma base
forte, neste caso n-BuL.i, a qual retira o préton do carbono sp formando o organometalico
1-hexinilitio. A reatividade deste intermediario é potencializada pela adi¢do do co-
solvente HMPA que solvata o litio através da co-ordenacdo entre o cation e o oxigénio e
aumenta o carater nucleofilico no carbanion (Esquema 11) (CLAYDEN; GREEVES;
WARREN, 2012; ANDREWS, MINOPOULOS, ROBERSTON, 2006). Dessa maneira

a substituicdo do bromo foi favorecida e o produto foi formado com 80,5% de rendimento.
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E importante mencionar que o HMPA é um solvente altamente carcinogénico e
deve ser manipulado de forma cautelosa (ASHBY, STYLES, PATON, 1978). Todo o
material em contato com este material foi deixado em solucdo de hipoclorito de s6dio

durante 30 minutos antes de serem devidamente lavados.

Esquema 11 Mecanismo de acoplamento entre (47) e (48) na presenca de n-Buli e HMPA
como co-solvente.
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O espectro de massas do produto apresenta o fragmento m/z 85 como PB, referente
ao THP e a confirmacdo do acoplamento é feita pela presenca do fragmento m/z 153
referente a perda do radical butil ligado ao carbono da tripla e a auséncia de fragmentos
referentes aos isétopos de bromo, indicando que a substituicdo foi bem sucedida (Figura
47).

Figura 47 Espectro de massas do composto (49).
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Preparacdo do oct-3-in-1-ol (14)

O grupo protetor de (49) foi retirado por hidrélise acida utilizando o p-TsOH em
metanol. A retirada deste grupo foi necessaria uma vez que a hidroxila exerce um
importante papel na substituicdo da proxima etapa. O 3-octin-1-ol foi obtido com um
rendimento de 87%.

A retirada do grupo protetor foi confirmada através do espectro de massas onde

ndo estdo presentes os fragmentos caracteristicos desse grupo. Também é possivel
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visualizar a presenca do pico do ion molecular m/z 126 e o fragmento [M-18],

correspondente a perda de uma molécula de agua (Figura 48).

Figura 48 Espectro de massas do composto (14).
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Inicialmente, este &lcool foi considerado como um dos materiais de partida da rota
proposta. No entanto, houve um periodo de indisponibilidade no mercado surgindo a
necessidade de prepara-lo como aqui foi descrito. Apesar de trés etapas terem sido
acrescentadas, houve uma reducéo de custos de aproximadamente 37% na obtencédo deste
material. O valor do 3-octin-1-0l (97%, Sigma-Aldrich®), que é vendido apenas em
embalagem de 5g, & R$582,00, ou seja, R$116,40 por grama. Para a obtengéo de 0,869g
através da rota proposta, foram gastos em média R$63,48. Os valores de cada material
utilizado na sintese do 3-octin-1-ol estdo dispostos na Tabela 5. Todos os valores foram
consultados no site https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt no dia 21/08/2021.

Tabela 5 Valores dos materiais utilizados na sintese do composto (14).

Material Preco Quantidade Valor (R$)
(R$)/quantidade utilizada

2-bromoetanol 2.139,00/500 g 159 6,42
1-hexino 1.193,00/100 mL 2,2 mL 26,25
n-BuL.i 4.050,007/4 L 15 mL 7,50
HMPA 1.259,00/500 g 399 9,75
p-TsOH 164,00/100 g 1,7¢g 2,87
MeOH 197,00/4 L 19,5 mL 0,97
THF 308,00/1 L 20 mL 6,00
DCM 638,00/2,5 L 15 mL 3,75

“Valor consultado em dolar e convertido de acordo com a cotagéo do dia 21/08/2021.


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt%20no%20dia%2021/08/2021
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Preparacdo do 1-bromooct-3-ino (50)

A bromacéo do 3-octin-1-ol obtido na etapa anterior ocorreu via Reagao de Appel
utilizando o CBr4 como tetrahalometano. Nessa reagdo, o par de elétrons livres do fosforo
da trifenilfosfina reage com o CBrs clivando a ligacdo Br-C e formando os ions
trifenilfosfonio e tribrometo de carbono. O carbanion formado captura o préton do grupo
alcodlico formando o bromoférmio e o oxigénio negativo ataca o fosforo liberando o
brometo (Esquema 12) (APPEL, 1975; AL-HEMYARI, BUFAROOSHA, THIEMANN,
2017). O intermediario formado possui um bom grupo abandonador e viabiliza a Sn2 com
0 brometo atuando como nucledfilo. O 1-bromooct-3-ino foi formado com 89% de

rendimento.

Esquema 12 Mecanismo da Reacédo de Appel na formagdo do composto (50).
. VR

0,
Y ®
\ Br 4(}) p— \
Ph—P:’—\: (‘l\_ﬁ)h/l@\; .QH \\\\ — }|)h ' \
Ph/ Br/\ o Tp T\ B '

Br Ph Br

\@/'.O-. » Br I|Jh
Ph/lh ‘)\é\/\/ \\ ’ Ph/TZO

Ph

CHBr;3

A formacdo do brometo foi verificada por espectrometria de massas onde é
possivel observar a presenca de pares de fragmentos com diferenca de duas unidades de
massa, ou seja, que contém o atomo de bromo, m/z 146 e 148 e m/z 93 e 95. Além do
fragmento m/z 109 que é formado a partir da saida do bromo. O pico do ion molecular
ndo aparece no espectro, mas é possivel notar fragmentos referentes a perda de um grupo
metil, m/z 173 e 175. (Figura 49).

Figura 49 Espectro de massas do composto (50).
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A caracterizacdo deste intermediario chave foi concluida através da analise em
RMN. No espectro de RMN H é possivel visualizar um tripleto com deslocamento em
3,43 ppm referente aos protons vizinhos ao atomo de bromo. Esse deslocamento é
justificado pelo efeito retirador de elétrons do 4&tomo eletronegativo préximo. Os sinais
em 2,73 ppm e 2,17 ppm sdo referentes a H-2 e H-5, respectivamente, sdo 0s mais
proximos a ligacdo tripla e aparecem nessa regido devido ao efeito anisotropico exercido
pela insaturacéo vizinha (PAVIA et al., 2015). H-6 e H-7 aparecem em 1,45 ppm e 1,38
ppm, respectivamente, enquanto os protons da metila, os mais protegidos, aparecem em
0,92 ppm (Figura 50).

Figura 50 Espectro de RMN *H do composto (50), solvente CDCls.
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No espectro de RMN 3C, inicialmente é possivel observar apenas sete sinais
referents ao composto (Figura 51), no entanto, a analise do HMBC identificou a presenca
de mais um carbono na estrutura.

HMBC e HSQC sdo experimentos que geram espectros heteronucleares, ou seja,
uma dimensao englobara a frequéncia de hidrogénio e a outra a de um outro nicleo ativo
em RMN, nesse caso o carbono-13. A leitura de ambos é idéntica, no entanto a
informacdo obtida em cada um difere na distancia de correlacdo entre os dois nucleos. O
HSQC detecta acoplamentos a uma ligagdo (1J), ou seja, indica a qual carbono cada
hidrogénio estad diretamente ligado. Enquanto o HMBC detecta as correlagcbes com
distancias maiores que uma ligacédo ("J, n > 1), no entanto, paran > 4, 0 J € muito pequeno,
mas pode ser observado em sistemas conjugados ciclicos e alcenos (NASCIMENTO,
2016).

Através da andlise do espectro heteronuclear HMBC foi possivel observar uma

correlagéo entre um carbono localizado em 77,24 ppm e os protons H-2 e H-1, ou seja, 0
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sinal deste carbono esta sobreposto ao do CDClg, solvente utilizado na anélise. Tanto este
quanto o localizado em 82,67 ppm, que apresentou correlagdo com H-2, H-5 e H-6,
correspondem aos Unicos carbonos sp da molécula (Figura 52). O carbono da metila é o
de menor deslocamento e aparece em 13,60 ppm. A correlacdo dos demais foi
determinada pela analise do espectro de correlagdo HSQC (Figura 53). Além disso, o
COSY foi realizado a fim de verificar as correlagdes entre os hidrogénios ligados aos
carbonos adjacentes (Figura 54). Os dados dessas analises estdo detalhados na Tabela 6.

Figura 51 Espectro de RMN *3C do composto (50), solvente CDCls.
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Figura 52 Espectro HMBC (*H-'3C) do composto (50).
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Figura 53 Espectro HSQC (*H-*C) do composto (50).
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Figura 54 Espectro COSY (*H-'H) do composto (50).
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Tabela 6 Dados de RMN *H, 3C, HSQC, HMBC e COSY (5, deslocamento quimico,
ppm; J, Hz) para o composto (50).

HMBC COSY
13 1
HIC sBC & 515 5 1H

1 30,40 343(t J=7,352H) 2336 (C-2);77,24(C-3) 2,73 (H-2)
30,40 (C-1); 77,24 (C-3);

2 2336 273EI=TIL2H) i T 3,43 (H-1)

3 7724

4 82,67

5 1837 217(t J=7.11, 2H) gggg ((0(3;1()5); 77,24 (C3): 4 45 (H-6)
82,67 (C-4); 18,37 (C-5);

6 3089 145-151(m2H) ,i'os ((c-7)-) 13,66 (C-(8) ) 217 (H-5)

7 2190 138-145(m, 2H) 1837 (C-5) 3089 (C-6) () gg 4yg)

13,60 (C-8)
8 13,60 0,92 (t,J=7,01,2H) 30,89 (C-6);21,90 (C-7) 1,38 (H-7)
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Este composto é intermediario chave na rota proposta, mas qualquer outra rota
que objetive produzir um composto 1-5 insaturado poderia utilizar essa mesma estratégia,
pois a presenca do halogénio torna a molécula susceptivel a reacOes de crescimento de

cadeia via substituicao nucleofilica.
2.4.3 Preparacéo do (E)-oct-3-en-1-ol (15)

A reducdo E-seletiva do oct-3-in-1-ol (97%, Sigma-Aldrich®) foi realizada
utilizando hidreto de litio e aluminio (LiAlH4) em diglima. Essa seletividade é possivel
devido a presenca da hidroxila préxima a ligacdo tripla, uma vez que a liberacdo dos
hidrogénios para essa ligacdo se da pela formacdo de um complexo do agente redutor
junto ao oxigénio, como demonstrado por Snyder (1967) no esquema abaixo
(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; SNYDER, 1967).

Esquema 13 Mecanismo de reducdo de um alcino com hidroxila na posicéo alilica.

o
CH,0AIH, © / \CHz

H,Al

— S]
R—— —CH 3 . H CH,0OH
“w/ \2 /:< —> — —— I -
° 0 R H

R H R H

O alceno foi formado com 87% de rendimento e 90% do isémero E em relacdo ao
Z. Sob as mesmas condicdes, a literatura aponta rendimentos de até 93% (VYVYAN et
al., 2002).

A amostra foi analisada por CG/EM e a formacdo do produto é sugerida
analisando o espectro de massas (Figura 55) e verificando presenca do pico do IM m/z
128, e ainda o pico m/z 110, referente a perda de agua, caracteristica de alcoois. O PB m/z
55 pode ser justificado pela possibilidade de ser formado a partir de diferentes

fragmentos.



Figura 55 Espectro de massas do composto (15).
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A amostra foi analisada também por RMN e no espectro de RMN *H foram
observados dois sinais em 5,36 ppm e 5,54 ppm referentes aos protons H-3 e H-4, que se
apresentam mais desblindados pelo efeito anisotropico causado pelos elétrons n da
ligagdo dupla (PAVIA et al., 2015). Em seguida, o tripleto em 3,61 ppm, refere-se aos
prétons H-1, tendo esse deslocamento justificado pelo efeito retirador de elétrons do
oxigénio préximo. Os hidrogénios ligados aos carbonos vizinhos a ligacdo dupla ainda
podem sofrer o efeito anisotrdpico, assim, os sinais em 2,25 ppm e 2,01 ppm, se referem
a H-2 e H-5 (Figura 56).

Figura 56 Espectro de RMN *H do composto (15), solvente CDCls
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No espectro de RMN 3C é possivel observar os oito sinais referentes aos carbonos
da molécula. Os sinais em 126,00 ppm e 134,68 ppm correspondem aos carbonos
hibridizados em sp? C-3 e C-4 (PAVIA et al., 2015). O carbono ligado ao oxigénio

aparece em 62,35 ppm. O menor deslocamento, 14,26 ppm, refere-se ao C-8 e 0s demais

sinais correspondem aos carbonos metilénicos (Figura 57).
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Figura 57 Espectro de RMN *3C do composto (15), solvente CDCl3
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Experimentos bidimencionais de RMN (COSY, HSQC H-1*C e HMBC !H-13C)
foram realizados a fim de estabelecer a correlacdo entre os nucleos. O COSY, como ja
descrito, indica correlacdes entre os hidrogénios acoplados a trés ligacdes (3J), ou seja,

ligados aos carbonos adjacentes. Os dados estéo listados na Tabela 7.

Figura 58 Espectro COSY (*H-'H) do composto (15)
| .. |

(E)-3-Ccten-i-of
=3

Pd

7 [ 5 4 3 2 F2 [ppm]

Figura 59 Espectro HSQC (*H-'3C) do composto (15)
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Figura 60 Espectro HMBC (*H-'3C) do composto (15)
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Tabela 7 Dados de RMN *H, 3C, HSQC, HMBC e COSY (8, deslocamento quimico,
ppm; J, Hz) para o composto (12).

HMBC COSY
13 1
HIC §3C  &'H e Y
1 6235 3,61 (tJ=6312H) ?g% (C-2); 12600 55 (1-2)
,  sea;  225(0,%=6310 6235 (C-1); 12600 361 (H-1); 5,36 (H-
’ =1,01, 2H) (C-3); 134,68 (C-4)  3); 5,54 (H-4)
s 12600 5’;32 gjgéaa:ﬁ,gg, 3631 (C-2); 13468 2,25 (H-2); 554 (H-
1H) (C-4) 4); 2,01 (H-5)
s 1mags e TN 3267 (C5) 12600 201 (H-5); 225 (H-
I (C-3) 2): 5,36 (H-3)
31,04 (C-6); 134,68 554 (H-4); 5,36 (H-
5 3267 201(q)=690,2H) 7y (C-6) 3).156 (,3_6) (
6 31,94 127-136(m 2H) 2254 (C-7) 2,01 (H-5)
7 2254 127-136(m.2H) 3194 (C-6) 0.88 (H-8)
8 1426 088(t, =712, 3H) 22,54 (C-7); 31,94 (C- 1,27 (H-7)

6)
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2.5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Uma rota foi sugerida para a preparacao do acetato de (Z,Z)-7,11-hexadecadienila
e do (Z,2)-7,11-hexadecadienal. Essa rota possui um intermedidrio em comum com a rota
proposta para o acetato de (Z,E)-7,11-hexadecadienila, o 2-(7-octiniloxi)tetraidropirano.
Este intermediario foi obtido em trés etapas com 50,5% de rendimento.

O 3-octin-1-ol foi preparado em trés etapas com um rendimento de 68%. O custo
com materiais utilizados na preparacdo desse composto se mostrou 37% menor quando
comparado ao preco do alcool comercial.

O segundo intermediério da primeira rota, o 1-bromooct-3-ino, foi obtido com
61% de rendimento em quatro etapas.

A reducdo E-seletiva do oct-3-in-1-ol obteve um rendimento de 87%.

A sintese devera ser concluida para que os feroménios possam ser aplicados no

monitoramento e controle de P. gossypiella, S. cerealella e P. citrella.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Neste trabalho foi realizado um estudo de comportamento de A. monuste orseis
em semi-campo, no qual foi observado o ritual de copula e 0 comportamento de fémeas
pos copula. Tambem foi identificado um composto macho-especifico ainda nao relatado
para essa espécie. Além disso, 12 hidrocarbonetos, presentes tanto em machos quanto em
fémeas, incitaram resposta eletroantenografica nas antenas de ambos. Pela primeira vez
cerdas de Bshm e sensilas escamiformes séo relatadas em antenas de A. monuste orseis.

Além disso, foram realizadas as primeiras etapas de sintese de componentes
feromonais de Pectinophora gossypiella, Sitotroga cerealella e Phyllocnistis citrella,
tendo sido preparados 0s principais intermediarios da rota proposta.

Assim, o presente trabalho tem a perspectiva de contribuir com o desenvolvimento
de produtos que atuem no monitoramento e controle comportamental das pragas

supracitadas dentro MIP.
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APENDICE

Figura Al Espectro de massas do heneicosano (2”) no extrato de ovipositor de A. monuste
orseis.
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Figura A2 Espectro de massas do docosano (3’) no extrato de ovipositor de A. monuste

orseis.
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Figura A3 Espectro de massas do tricosano (5”) no extrato de ovipositor de A. monuste
orseis.
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Figura A4 Espectro de massas do tetracosano (6°) no extrato de ovipositor de A. monuste
orseis.
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Figura A5 Espectro de massas do pentacosano (7”) no extrato de ovipositor de A. monuste
orseis.
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Figura A6 Espectro de massas do hexacosano (10°) no extrato de ovipositor de A.
monuste orseis.
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Figura A7 Espectro de massas do heptacosano (11’°) no extrato de ovipositor de A.
monuste orseis.
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