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RESUMO

Besouros de carnica fazem parte da grande diversidade de insetos coletados em
cadaveres. No Brasil, os besouros do género Oxelytrum tem grande importancia forense
na estimativa do intervalo pés-morte (IPM). Andlises em cromatografia gasosa dos
extratos de aeracdo obtidos de machos e fémeas de Oxelytrum discicolle revelaram a
presenca de dois compostos macho-especificos. Bioensaios mostraram que os volateis
de machos séo atrativos para fémeas juntamente com o odor da fonte alimentar (extrato
de uma carcaca). A estrutura quimica dos compostos foi elucidada através de andlise dos
espectros de massas e de infravermelho, assim como por analise dos produtos de
microderivatizacdes de hidrogenacédo catalitica, reducdo parcial e metiolagdo. Por meio
destas informacfes, foram propostas como componente majoritario o (Z2)-1,8-
heptadecadieno e como minoritario o 1-heptadeceno. O componente minoritario foi
identificado por coinjecdo com padrdo comercial, enquanto que uma rota sintética foi
desenvolvida para obter o componente majoritario e o produto sintético coeluiu em trés
diferentes colunas cromatogréficas. Bioensaios em olfatdbmetro em Y mostraram que a
mistura dos padrfes sintéticos nas mesmas propor¢gdes que a encontrada no extrato
natural juntamente com a fonte alimentar foram atrativos para as fémeas. Para a espécie
O. erythrurum as analises dos extratos de machos e fémeas também mostraram a
presenca de dois compostos macho-especificos, que foram identificados como (2)-1,10-
nonadecadieno (majoritario) e 1-nonadeceno (minoritario). Os resultados contribuem
tanto para a compreenséo da ecologia quimica destas espécies como para seu potencial

em tornar as estimativas do IPM mais precisas.
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ABSTRACT

Carrion beetles are part of the great diversity of insects found on cadavers. In Brazil, the
beetles of the genus Oxelytrum have great forensic importance in the post mortem interval
estimation (PMI). Gas chromatographic analysis of aeration extracts from female and
male Oxelytrum discicolle revealed the presence of two male-specific compounds.
Bioassay showed that the extracts of males are attractive to females along with the odor
of the food source (carcass extracts). The chemical structure of the compounds was
elucidated by mass and infrared spectra analyses, as well as by analysis of
microderivatization products of catalytic hydrogenation, partial reduction and
methylthiolation. Through this information it was proposed as the major component (2)-
1,8-heptadecadiene and as minor 1-heptadecene. The minor component was identified by
co-injection with commercial standard, while a seven steps synthetic route was developed
to obtain the major component, which co-eluted with the natural product on three different
GC stationary phases. Y-tube olfactometer assays showed that the mixture of synthetic
standards in the same proportion found in natural extracts were lightly attractive to
females. For male and female O. erythrurum, the chromatographic profile of volatiles also
showed the presence of two male-specific compounds, which were identified as (2)-1,10-
nonadecadiene (major) and 1-nonadecene (minor). The results contribute both to the
understanding of the chemical ecology of O. discicolle and indicated the called attention to

the accuracy of PMI estimation.
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1. INTRODUCAO

Quando um organismo de uma comunidade morre, seus restos se tornam uma
fonte de alimento e abrigo para uma grande variedade de espécies."” Os principais
representantes sdo os artrOpodes, e dentre eles, os insetos sdo a fauna priméria
associada com a carcaca,?® servindo de base para estudos de entomologia forense.

A entomologia forense é a area da ciéncia que estuda a fauna associada a
cadaveres no contexto médico-legal, sendo estes organismos utilizados na
caracterizacdo de crimes.”™® As pesquisas nesta area tém crescido gradativamente em
funcdo das aplicacbes praticas na atividade de um perito criminal, contribuindo para a
resolucdo de casos.’

Apbs 72 horas do 6bito, andlises morfolégicas e de temperatura corpérea podem
n&o ser suficientes para identificar quando a morte ocorreu.™* Nestes casos, o estudo de
sucessao e ciclo de vida dos insetos presentes no cadaver permite estimar quando
ocorreu a morte ou quanto tempo o cadaver ficou exposto ao ambiente.*?

A atividade dos insetos necréfagos acelera a putrefacdo e a desintegragdo do
corpo, ocasionando alteracdes fisico-quimicas da matéria organica.”* Em consequéncia
destas alteracdes, pode ocorrer uma sucessao de espécies de insetos, pois cada etapa
do processo de decomposicdo oferece condicOes ideais para o desenvolvimento de
determinada espécie.'**°

No processo de sucessdo, o desenvolvimento da fauna é afetado por muitos
fatores como temperatura, umidade, sazonalidade, vento, chuva, acessibilidade e regido
geografica.’* '® Assim, quando os dados sazonais locais estéo disponiveis, a sequéncia
de insetos que colonizaram o cadaver de uma vitima que morreu de causas
desconhecidas pode ser utilizada para determinar o tempo decorrido desde a morte,
conhecido como intervalo pés-morte (IPM).*

Entre as espécies necréfagas, as moscas (Diptera) e os besouros (Coleoptera)
sdo considerados os mais importantes decompositores, uma vez que seus estagios
imaturos utilizam essencialmente a carcaca como fonte de alimento para o seu
desenvolvimento.’®> Ambos os grupos s&o diversos, embora 0s besouros possuam mais
espécies conhecidas (cerca de 300 mil espécies no mundo), sendo considerada a
segunda maior ordem de insetos de interesse forense.*’

Os besouros necrofagos pertencentes a familia Silphidae sdo conhecidos como
besouros de carnica (do inglés, carrion beetles), devido a sua associacdo com 0 processo
de decomposicdo de carcacas de vertebrados. Tanto os adultos quanto as larvas da
maioria das espécies se alimentam da carcaca *® e por isso tém sido reconhecidos como
potencialmente Uteis na investigacado forense, podendo ser indicadores do intervalo pés-

morte quando constituem parte do vestigio entomolégico.** *°



No Brasil, ha registros das espécies Oxelytrum discicolle, O. erythrurum e O.
cayennense (Figura 1), cujas larvas e adultos foram relatadas alimentando-se e
ovipositando em carcacas expostas.?

Figura 1. Adultos de Oxelytrum discicolle (A), O. erythrurum (B) e O. cayennense (C).
(Fotos: Kleber Mise)

Nas espécies desta familia, um ou ambos os sexos devem localizar e preparar o
cadaver para o desenvolvimento de suas larvas, porém os machos e fémeas podem
acasalar antes ou apo6s a carcaca ter sido localizada. A competicdo pela carcaca é muitas
vezes violenta, tanto intra quanto interespecificamente, sendo que na maioria dos casos o
besouro de maior tamanho consegue o dominio ou a defesa da carcaca, especialmente
para os machos.?

Além de procurar a carcacga, 0s besouros machos sexualmente maduros podem
gastar uma quantidade consideravel de tempo para tentar atrair parceiras, adotando uma
postura caracteristica e emitindo um sinal na auséncia ou mesmo depois de terem
localizado a carcaca. As fémeas sdo atraidas para a cépula pelo sinal quimico liberado
pelos machos. No entanto, a cOpula pode acontecer independente do macho estar ou
ndo no dominio da carcaca.?

Portanto, a parte integrante do comportamento animal é a comunicagéo, definida
COmMo um processo que envolve a transmissao de sinais entre organismos. Em algumas
situagcfes confere vantagens apenas para 0 0rganismo emissor e seu grupo; em outras,
apenas para 0s organismos receptores ou para ambos.*?*

Os sinais quimicos e defesas produzidos pela ordem Coleoptera tem sido objeto
de numerosos estudos que se concentram sobre a ocorréncia, biossintese e significancia
biologica destes compostos.?®> No entanto, algumas familias de coledpteros tém recebido
pouca investigacdo, dentre estas, a familia de importancia forense Silphidae.?® Assim, o

estudo de semioquimicos, em especial feromonios, pode fornecer informacfes sobre a
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comunicagdo quimica das espécies de Silphidae encontradas no Brasil, e em
consequéncia, ajudar no aprimoramento da datacdo do intervalo pés-morte. Desta forma,
este € o primeiro estudo de ecologia quimica para as espécies O. discicolle e O.

erythrurum.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Ecologia Quimica de Insetos

Os animais se comunicam através da visdo, audicdo ou pelo sistema olfativo,
sendo este Ultimo mediado por sinais quimicos. O estudo destas substancias quimicas
utilizadas para as interagdes entre organismos é conhecido de ecologia quimica.?

Dentre os varios grupos de animais, os insetos sdo 0os que mais dependem do

7

olfato para desempenhar suas atividades comportamentais,?’ e os sinais quimicos se

destacam como grandes responsaveis pela comunicacdo entre os insetos e o ambiente.?®

Zarbin et al.®

relatam que estes sinais agem como gatilhos fisiolégicos de reacgbes
comportamentais especificas no individuo receptor da mensagem quimica. E através da
deteccdo e emissdo destes compostos que 0s insetos encontram parceiros para o
acasalamento, alimento ou presa, escolhem local de oviposicdo, se defendem contra
predadores e organizam suas comunidades, no caso dos insetos sociais.

A percepcéo dos sinais quimicos dos insetos é captada pelas antenas, cujos pelos
olfativos capturam as moléculas decodificando a informacéo carregada no odor.*® Desta
forma, para que o reconhecimento dos compostos quimicos presentes no ambiente seja
traduzido na linguagem do sistema nervoso e produza um impulso elétrico que sera
transmitido aos centros cerebrais, 0 inseto deve ter a capacidade de perceber estes
compostos, converter a informacgao codificada na estrutura e determinar a concentracao
das moléculas de odor para produzir uma resposta comportamental na intensidade

adequada.®**

2.2 Comunicacao Quimica

As substancias quimicas utilizadas na comunicacdo entre insetos, que provocam
uma mudanca fisiolégica ou comportamental em outro organismo sdo denominadas de
semioquimicos, os quais podem ser aleloquimicos ou feroménios, dependendo da agéo
que provocam. Os aleloquimicos sdo substancias de acdo interespecifica, sendo
classificados de cairomdnio os compostos que beneficiam o receptor do sinal, de
alomoénio os que beneficiam o emissor e de sinoménio quando os dois sdo benificiados.
Os feromonios sdo substancias quimicas de acédo intraespecifica e podem atuar como
atraentes sexuais, marcadores de trilhas ou propiciar comportamentos de agregacao,

alarme e disperséo (Figura 2).*®



I SEMIOQUIMICOS

1
1 |

ALELOQUIMIC OS FEROMONIO
(relacio inter-especifica) (relaciio intra-especifica)
e —
CAIROMONIO SEXUAL
| |
ALOMONIO TRILHA
| |
SINOMONIO AGREGACAO
Classificacio de Classificacio de
acordo com o ganho acorde com o
para o emissor e o comportamento
receptor do provocada pelo
aleloquimico ferombnio

Figura 2. Classificacéo dos semioquimicos.”

O termo feroménio foi introduzido por Karlson e Liischer ** e deriva das palavras
gregas “pherein” que significa transferir e “hormon” que significa excitar. E o
semioquimico mais estudado, sendo definido como substancias quimicas utilizadas pelos
insetos para comunicacdo entre individuos de uma mesma espécie, produzindo uma
resposta comportamental ou fisiologica favoravel ao receptor, ao emissor ou ambos 0s

organismos na intera¢do.”

2.3 Entomologia Forense

Entomologia forense é o ramo da ciéncia forense que estuda os insetos em
procedimentos legais, sendo estes insetos usados na deteccdo de crimes por um longo
tempo.”® Os chineses, por exemplo, usaram a presenca de moscas e outros insetos
como parte de uma investigacdo de cena do crime,® havendo desde entdo grandes
progressos na area durante as Gltimas décadas.*°

Os estudos da fauna associada a cadaveres sdo uma importante aplicacdo da
entomologia para a medicina legal, em que dados armazenados podem ser utilizados
como indicadores forenses.*

A estimativa do intervalo pos-morte (IPM) em medicina legal é usualmente
realizada através da analise dos fenébmenos cadavéricos, os quais diferem em funcéo de
diversos fatores de influéncia, como, por exemplo, a temperatura e umidade. Portanto, o
diagndstico da morte é cercado de duvidas, sendo varios os métodos capazes de estimar
o IPM: evaporacdo tegumentar (perda de agua através superficie epitelial); rigidez
cadavérica (endurecimento das fibras musculares); resfriamento do corpo (temperatura
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oral e retal do corpo); livores cadaveéricos (manchas vermelho-violdceas sob a pele);
autolise e putrefagcdo (rompimento das membranas celulares e desintegracdo dos
tecidos); gases da putrefacdo; cristais no sangue putrefeito (IlAminas cristaldides no
sangue putrefeito); crioscopia do sangue (ponto crioscépico do sangue apds a morte);
crescimento dos pelos da barba; contetdo estomacal e fundo de olho (fragmentagéo de
coluna sanguinea).*®

Normalmente, nos métodos tradicionais descritos acima, o IPM e a sua estimativa
sao inversamente proporcionais, isto €, quanto maior for o IPM, menor é a possibilidade
de acurada determinacdo. Porém, com auxilio de conhecimentos entomoldgicos, quanto
maior o intervalo mais segura € a estimativa. O método entomoldgico pode ser muito util,
sobretudo, com um tempo de morte superior a trés dias se da pela coleta dos insetos
encontrados em um cadaver (Figura 3). As duas maneiras de datacdo do IPM via o
método entomoldgico sao: tempo de desenvolvimento dos imaturos (estimativa da idade
de um inseto associado a um corpo em decomposi¢do) e padrdo de sucessdo dos
insetos (composicdo da comunidade de artropodes conforme progride o processo de

decomposic&o).*

Figura 3. Coleta de insetos encontrados em um cadéaver.*

Uma grande variedade de insetos é atraida por cadaveres e, portanto, fornecem a
maioria das informacgdes nas investigacdes forenses entomoldgicas. Os principais grupos
sdo o0s besouros e moscas, ambos diversos, embora 0s besouros possuam mais
espécies conhecidas.'’ Conforme Gennard,** em algumas das familias somente as fases
juvenis se alimentam de carcaca enquanto que, em outras, tanto os estagios juvenil e
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adulto v@o se alimentar da carcaca (chamados de necréfagos). No entanto, outras
familias de insetos tém habito predador, ou seja, se alimentam dos insetos necrofagos
gue estdo presentes na carcaga.

Os insetos necrofagos alimentam-se da matéria organica em decomposi¢cdo como
fonte proteica, visando estimular a oviposigdo ou para desenvolvimento de suas fases
imaturas. Sua atividade acelera a putrefagdo e a desintegracéo do corpo. A alimentacéo
e a reproducdo desses insetos estdo associadas & decomposicdo,® a qual pode variar
segundo a acao de fatores como temperatura, umidade, precipitacdo ou insolacao, além

de fatores biéticos, representados pela fauna e flora.**

2.4 Besouros Necrofagos

Coleoptera é a segunda maior ordem de interesse forense, com varios
representantes necrofagos (Figura 4), porém seus habitos alimentares podem variar entre
0s estagios larval e a vida adulta. Devido a competicdo com moscas (Diptera), que sdo
mais ageis, atingindo a carcaca rapidamente, os besouros necr6fagos ocorrem, em geral,
durante estagios mais avancados da decomposicdo.* Estes besouros podem ser usados
para estimar o intervalo pés-morte,®® ou seja, a estimativa da idade de um inseto

associado a um corpo em decomposigao.

Figura 4. Besouros necrofagos pertencentes as familias Cleridae (A), Dermestidae (B),
Hesteridae (C), Silphidae (D), Scarabaeidae (E) e Staphylinidae (F).?* **°



Em um estudo conduzido por Mise et al.,*® enfocando a fauna de Coleoptera em
carcaca de suino, foram encontradas 4360 besouros pertencentes a 112 espécies de 26
familias, sendo 12 familias consideradas de potencial forense, nos quais se encontram os
Silphidae. De acordo com Smith *° a familia Silphidae est4 entre as familias de interesse
forense.

Os besouros desta familia sdo comumente chamados de besouros de carnica (do
inglés, carrion beetles) devido a sua associacdo com o processo de decomposicdo de
carcacas de vertebrados. Tanto os adultos e as larvas se alimentam da carcaca;'® e em
conjunto com as moscas e outros besouros sdo de grande importancia nos estudos da

entomologia forense.*® #’

Observacdes recentes feitas por Midgley e Villet “®

mostraram que a espécie
Thanatophilus micans (Silphidae) pode localizar cadaveres e comecar a se reproduzir
dentro de 24 horas ap6s a morte e, portanto, a utilidade potencial de estimativas
baseadas nesta espécie é igual a daquela baseada em moscas. Besouros fazem parte
taxonomicamente e ecologicamente da diversa comunidade de insetos necrofagos,*® 49>*
proporcionando assim um amplo espectro potencial de fontes em evidéncia.*?

No Brasil, a familia Silphidae é representada principalmente pelas espécies O.
cayennense, O. discicolle e O. erythrurum, sendo as duas Ultimas as mais comumente

encontradas na regi&o Sul.?

2.4.1 Oxelytrum discicolle

Oxelytrum discicolle é um representante importante da fauna de insetos
associados a cadaveres.”* A espécie esta distribuida no sul do Brasil e do Paraguai, em
parte do centro e norte da América do Sul e também da América Central ao México.*®

Este besouro de carcaca é a espécie mais coletada da familia Silphidae na
América Latina,*® e constitui um indicador forense na regi&o Neotropical. Muitos adultos
sdo atraidos por iscas de carcaca, geralmente a noite. No Brasil, Moura et al.>®
encontraram adultos e larvas de O. discicolle em carcacga de ratos no estado do Parana,

enquanto que Carvalho et al.®’

encontraram larvas de O. discicolle em carcaga de porco
no estado de Sao Paulo.

A espécie é abundante em carcagas grandes, ocorrendo durante quase todo o
processo de decomposicao, sendo sua presenca condicionada a vegetacado circundante e

a temperatura.*’

2.4.2 Oxelytrum erythrurum
Esta espécie € muito comum no norte da Argentina, Bolivia, sul do Brasil,

Paraguai, sudeste do Peru e Uruguai. No Brasil, sua distribuicdo engloba Mato Grosso,
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Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo. Ocorre geralmente em
ambientes abertos e de floresta.'®

Estudos realizados por Centeno et al.>® que identificaram adultos de O. erythrurum
em uma carcaca de porco, relatam o aparecimento da espécie no inicio da
decomposicdo, dois dias apods a exposicao da carcaca. Também ha relatos de adultos e

larvas coletados em cadaveres humanos.®*®°



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
Estudar a comunicacdo quimica das espécies O. discicolle e O. erythrurum

visando a extracdo e a identificacdo estrutural dos componentes do feroménio sexual.

3.2 Objetivos especificos

1. Desenvolver a criacdo massal de O. discicolle e O. erythrurum para extragdo
dos volateis e bioensaios em laborat6rio;

2. ldentificar, sintetizar e caracterizar 0s componentes sexo-especificos
encontrados nos extratos;

3. Realizar bioensaios para avaliar a eficiéncia de atratividade do feromonio
sintético em laboratorio;



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Criacdo dos insetos em laboratorio

A criagdo dos insetos foi realizada em ambiente controlado (estufa B.O.D), com
temperatura de 25 £ 1 °C e umidade relativa de 65 £ 15 %. Adultos e larvas de O.
discicolle e O. erythrurum foram coletados na reserva "mata viva” dentro da area
experimental da UFPR. Os insetos foram alimentados com carne moida e utilizou-se o

fotoperiodo de 12:12 (fotofase/escotofase).

4.2 Extrac&o dos voléateis dos insetos

Foram utilizados sete exemplares de cada sexo em camaras de aeragdo
distintas,®* as quais possuiam algoddo umedecido diariamente e fluxo de ar de 1 L.min™.
Os volateis foram capturados em colunas contendo polimero de adsor¢éo (HayeSep-D)
(Figura 5). A cada dois dias os insetos foram alimentados com carne moida sem a coluna
de adsorgéo, que foi colocada 24 horas depois, quando a carne tivesse sido consumida.
Esse procedimento foi realizado de modo a minimizar a captura dos compostos

provenientes da carne.

Figura 5. Camaras de aeracgéo (A) e coluna contendo polimero de adsorcéo (B). (Fotos:

Douglas Fockink)

No teste de dinamica de emissdo dos volateis, foram utilizados insetos apés a
emergéncia, e as extracdes foram realizadas a cada 5 dias com 400 puL de hexano
bidestilado. Os extratos foram concentrados com leve fluxo de ar para 160 pL e entdo
armezanados em freezer a -20 °C.
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O mesmo procedimento foi realizado no teste de emisséo dos volateis de acordo
com o fotoperiodo, na fase do dia com luz (fotofase) e sem luz (escotofase), sendo as
extracOes realizadas no final de cada fase, ou seja, a cada 12 horas.

Os volateis da carcaca de um rato de laboratério (Rattus norvegicus) na fase
inchada foram cedidos pela aluna de doutorado Karine Vairo (PPG-Entomologia) e foram
obtidos conforme mostra a Figura 6.

Figura 6. Sistema de aeracao para obtencdo dos volateis da carcaca de um rato (Rattus

norvegicus). (Fotos: Karine Vairo)

4.3 Analises quimicas

Os extratos dos machos e fémeas provenientes das extragfes foram analisados
por cromatografia a gas (CG) Shimadzu GC-2010, empregando-se uma coluna
cromatografica RTX-5 (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um espessura do filme; J&W
Scientific, Folsom, California, EUA). O modo de injecao foi o splitless, na quantidade de 1
WL por amostra, sendo a temperatura do injetor 250 °C. A temperatura do forno iniciou-se
em 50 °C durante um minuto, elevada até 250 °C em 7 °C por minuto e entdo mantida por
10 minutos nesta temperatura. O gas de arraste foi o hélio com fluxo de 1 mL por minuto,
sendo utilizado o detector de ionizacdo por chama (FID) na temperatura de 270 °C. Para
as coinjecdes dos extratos com o padréo sintético e determinacao do indice de Kovats
(K1), também foram utilizadas as colunas capilares RTX-WAX (Restek, 30 m x 0,25 mm
x 0,25 ym) e EC-1 (Alltech, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

Os espectros de massas foram obtidos através de andlises dos extratos em um
cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) Shimadzu QP
2010 Plus, operando no modo de ionizacdo eletrénica a 70 eV. Foram empregadas a
mesma coluna capilar e as mesmas condi¢fes de analise as utilizadas nas analises de

CG, e a linha de transferéncia operou a 270 °C.
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Os espectros na regido do infravermelho, foram obtidos em um equipamento
DiscovIR-GC Spectra (Spectra Analysis, Marlborough, Massachusetts, USA; 4000-750
cm™), acoplado a um cromatégrafo gasoso (CG-IVTF) Shimadzu GC-2010. A coluna
capilar e as condicbes de andlise foram iguais as utilizadas na andlise de GC. Os
compostos foram depositados em um disco de seleneto de zinco, resfriado a -50 °C e os
espectros obtidos com resolucéo de 8 cm™.

4.4 Microderivatizacdes
4.4.1 Hidrogenac&o catalitica ®

Em um vial contendo 20 pL do extrato diluido em 50 puL de hexano, adicionou-se
aproximadamente 0,5 mg da mistura catalitica Paladio/Carbono 5 %. Produziu-se vacuo
no sistema e entdo borbulhou-se gas hidrogénio de 5 em 5 minutos, com agitacées nos
intervalos. Ap6s 30 minutos finalizou-se o processo e adicionou-se 100 uL de hexano.
Filtrou-se em uma pipeta de Pasteur contendo algodao, concentrou-se ao volume inicial

(20 pL) com leve fluxo de ar e analisou-se por CG-EM.

4.4.2 Reducéo parcial com hidrazina (NH,NH,) &

Evaporou-se até quase secura 10 pL do extrato e entdo diluiu-se em 20 pL de
etanol absoluto. Adicionou-se 10 pL de hidrato de hidrazina (NH,NH;) 10 % v/v em etanol
e 10 uL de per6xido de hidrogénio (H,O,) 0,6 % v/v em etanol. Aqueceu-se até 60 °C
durante 5, 20 e 40 minutos. Apdés o periodo de aquecimento, resfriou-se a mistura
reacional e adicionou-se 20 pL de &cido cloridrico (HCI) 10 %. Extraiu-se com trés
por¢cOes de 40 pL de hexano e concentrou-se para o volume inicial (10 pL) para analise
em CG-EM.

4.4.3 Metiolacdo de ligaces duplas carbono-carbono %%

Em uma ampola selada misturou-se 10 pL do produto obtido na reducéo parcial
com 10 pL de dissulfeto de dimetila (DMDS) e 10 pL de iodo em dissulfeto de carbono 5
% miv (I, em CS,). Aqueceu-se até 60°C por 24 horas. Adicionou-se entdo 2 gotas de
solucéo de tiossulfato de sddio (Na,S,03) 10 % m/v e extraiu-se com trés porcdes de 20
puL de hexano. Secou-se com sulfato de sédio (Na,SO,) anidro, concentrou-se para o
volume inicial (10 pL) e analisou-se por CG-EM.

Para a microrreacdo com o extrato natural, agueceu-se a mistura reacional a 90
°C por 48 horas. Os procedimentos de extracdo foram idénticos aos realizados para a

reacdo com o produto monoinsaturado.
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4.5 Bioensaios com olfatdbmetro de dupla-escolha

A resposta comportamental de machos e fémeas virgens para 0s extratos
contendo 0s compostos sexo-especificos, os volateis da carcaca de um rato (fase
inchada) e para os compostos sintéticos foi verificada em um olfatdmetro em Y. Utilizou-
se um fluxo de ar continuo de 2,5 L/min, previamente umidificado e filtrado com carvéao
ativado. O olfatbmetro em forma de Y possui 4 cm de didmetro, com o tubo principal com
40 cm de comprimento e dois bragos menores de 20 cm de comprimento cada, conforme

mostra a figura 7.

Figura 7. Olfatbmetro em Y utilizado nos bioensaios. (Foto: Douglas Fockink)

Na extremidade de cada brago do olfatbmetro foi colocado uma fonte de odor em
um pedaco de papel filtro (2 x 2 cm) impregnado com a solugéo tratamento versus o
controle. Um inseto foi introduzido na base do tubo principal do olfatbmetro e seu
comportamento foi observado durante 5 minutos. Considerou-se como resposta quando o
inseto caminhava contra o fluxo de ar em direcdo a fonte de odor, avangava por mais de
5 cm em algum dos bracos e permanecia por mais de 2 minutos no brago escolhido. Foi
considerado como nao resposta quando o inseto ndo saia do tubo principal. A cada 5
insetos, o olfatbmetro foi invertido para evitar qualquer interferéncia externa e a fonte de
odor foi renovada a cada repeticao.

Foram conduzidos os seguintes experimentos:
e Tl= extrato natural x hexano (controle);
e T2=extrato da carcacga x hexano (controle);
e T3= extrato natural + extrato da carcaca x hexano (controle);
e T4= extrato natural x extrato da carcaca (controle);

e T5= extrato natural + extrato da carcaca x extrato da carcaga (controle).
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e T6=(2)-1,8-heptadecadieno + extrato da carcacga x extrato da carcaca (controle).
e T7=1-heptadeceno + extrato da carcaca x extrato da carcaca (controle).
e T8= (2)-1,8-heptadecadieno + 1-heptadeceno + extrato da carcaca x extrato da

carcaca (controle).

4.6 Analises Estatisticas
As respostas dos machos e fémeas nos bioensaios foram analisadas pelo teste

Qui-Quadrado. Os testes foram realizados com o programa BioEstat versao 5.0.

4.7 Sinteses
4.7.1 Sintese do (2)-1,8-heptadecadieno (9)
4.7.1.1 Sintese do 7-bromoeptan-1-ol (2) *

Br/\/\/\/\OH

2

Em um baldo de fundo redondo sob agitagdo magnética, adicionou-se 4,00 ¢
(30,30 mmol) de 1,7-heptanodiol (1) em cerca de 40,0 mL de tolueno. Com agitacao
constante, adicionou-se 2,0 mL de &cido bromidrico (HBr) 48 %. Acoplou-se um sistema
de refluxo juntamente com um sistema de coleta Dean-Stark e elevou-se a temperatura
até cerca de 130°C. A reacgédo foi acompanhada por anélise em cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando hexano/acetato de etila 7:3. ApOs 6 horas de reagéo ainda era
verificada a presenca do diol no meio reacional, entdo adicionou-se mais 2,0 mL de HBr
48 % para o completo consumo do diol. Apos o término da reacao dissolveu-se em 40,0
mL de acetato de etila e lavou-se com solugdo saturada de bicarbonato de soédio
(NaHCO:s) e cloreto de sddio (NaCl). Secou-se com sulfato de sodio (Na,SO,) anidro e
concentrou-se 0 solvente em evaporador rotatério. O produto bruto foi purificado por
cromatografia liquida em coluna de silica gel (hexano/acetato de etila 7:3), resultando no
7-bromoeptan-1-ol (2) em 84 % de rendimento (4,98 g, 25,54 mmol).

RMN de H (200 MHz, CDCls, ppm): & 1,28-1,66 (m, 8H): 1,79-1,95 (m, 2H): 3,41 (t,
J=6,8 Hz, 2H); 3,65 (t, J=6,4 Hz, 2H) (P4gina 60).

RMN de *3C (50 MHz, CDCl;, ppm):5 62,9; 33,9; 32,7; 32,6; 28,5; 28,1; 25,6 (Pagina 60).
EM: m/z (%): 176 (1); 150 (32): 148 (33): 97 (33); 81 (11); 70 (9); 69 (83); 68 (15): 67
(19): 56 (17): 55 (100); 43 (18): 42 (14); 41 (48) (Pagina 59).

IV (v Max, cm™): 983; 1031; 1061; 1227; 1355; 1468; 2860; 2936; 2974; 3349; 3415
(Pagina 59).
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4.7.1.2 Sintese do 2-(7-bromoeptiloxi)-tetraidro-2H-pirano (3)

Br/\/\/\/\OTHP

3

Adicionou-se em um baldo de fundo redondo sob agitacdo magnética, alguns
cristais de acido p-toluenossulfénico monohidratado (p-TSA) em 3,0 mL de diclorometano
(DCM) até completa dissolucdo. Em seguida, adicionou-se 4,33 g (20,20 mmol) de 7-
bromoheptan-1-ol (2) e 1,7 mL (18,63 mmol) de 3,4-diidro-2H-pirano (DHP). Agitou-se a
temperatura ambiente por 22 horas e entao adicionou-se agua destilada e extraiu-se com
DCM. Lavou-se a fase organica com solucdo saturada de NaHCO; e secou-se com
Na,SO, anidro. Evaporou-se 0 solvente em pressédo reduzida e o produto bruto foi
purificado em coluna cromatografica de silica gel utilizando hexano/acetato de etila 9:1.

Obteve-se o composto 3 em 90 % de rendimento (5,27 g, 18,89 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, ppm): & 1,38-1,93 (m, 16H); 3,32-3,56 (m, 4H); 3,68-3,93
(m, 2H); 4,56-4,59 (m, 1H) (Pagina 62).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3, ppm): & 19,7; 25,5; 26,0; 28,1; 28,6; 29,6; 30,8; 32,7; 33,9;
62,3; 67,5; 98,9 (Pagina 62).

EM: m/z (%): 279 (2); 277 (2); 150 (2); 148 (2); 137 (1); 135 (1); 97 (18); 85 (100); 84 (9);
69 (9); 67 (9); 57 (12); 56 (23); 55 (37); 43 (11); 41 (20) (Pagina 61).

IV (o Max, cm™): 724; 814; 872; 984; 1028; 1075; 1139; 1204; 1352; 1466; 2859; 2938
(Pagina 61).

4.7.1.3 Sintese do 2-(heptadec-8-iniloxi)-tetraidro-2H-pirano (5) ¢’

07/\/\/\/\/OTHP

5

Em um bal@o de fundo redondo sob agitacdo magnética preparou-se uma solugéo
contendo 1,3 mL (7,39 mmol) de decino e 50 mL de tetrahidrofurano (THF) a
temperatura ambiente. Resfriou-se a solucdo a -78 °C e adicionou-se lentamente 2,0 mL
de n-BuLi (3,26 molL™). Agitou-se por 30 minutos a temperatura de 0 °C e entéo
adicionou-se 1,00 g (3,58 mmol) de 2-(7-bromoeptiloxi)-tetraidro-2H-pirano  (3)
juntamente com 0,7 mL de hexametilfosforamida (HMPA) anidra. Agitou-se por mais 8
horas a 0 °C. Diluiu-se em hexano e lavou-se a fase organica com agua destilada e

solucdo saturada de NaCl. Secou-se com Na,SO, anidro e evaporou-se 0 solvente sob
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vacuo. O produto bruto obtido foi purificado em coluna cromatografica de silica gel

(hexano/acetato de etila 9:1) com 91 % de rendimento (1,09 g, 0,32 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, ppm): & 0,84-0,91 (m, 3H); 1,24-1,90 (m, 28H); 2,10-2,22
(m, 4H); 3,32-3,55 (m, 2H); 3,68-3,93 (m, 2H); 4,56-4,60 (m, 1H) (Pagina 64).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3, ppm): & 14,2; 18,4; 18,2; 19,8; 22,7; 25,6; 26,2; 28,6; 28,9;
29,0; 29,1; 29,2; 29,2; 29,3; 29,8; 30,9, 31,9; 62,4; 67,7; 80,2; 80,4; 98,9 (Pagina 64).

EM: m/z (%):336 (1), 101 (13), 95 (15); 85 (100); 84 (11); 83 (10); 82 (10); 81 (22); 79
(13); 69 (10); 67 (28); 57 (11); 56 (8); 55 (26); 43 (12); 41 (17) (Pagina 63).

IV (v Max, cm™): 870; 1034; 1085; 1206; 1352; 1464; 2856; 2931 (P4gina 63).

4.7.1.4 Sintese do 8-heptadecin-1-ol (6) %

C7/\/\/\/\/OH

6

O 2-(heptadec-8-iniloxi)-tetraidro-2H-pirano (5) (0,98 g, 2,93 mmol) foi misturado
com cerca de 10,0 mL de metanol em um baldo de fundo redondo sob agitagéo
magnética. Adicionou-se alguns cristais de p-TSA e a mistura foi agitada durante 10
horas em temperatura ambiente. Evaporou-se o solvente e diluiu-se em éter etilico.
Lavou-se a fase organica com agua destilada e solugcédo saturada de NaHCO;. Secou-se
com Na,SO, anidro e concentrou-se em evaporador rotatério. Purificou-se em coluna
cromatogréfica de silica gel (hexano/acetato de etila 8:2), resultando no composto 6 em
93 % de rendimento (0,69 g, 2,74 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): & 0,84-0,92 (m, 3H); 1,25-1,60 (m, 22H); 2,09-2,18
(m, 4H); 3,63 (t, J=6,5 Hz, 2H) (Pagina 66).

RMN de **C (50 MHz, CDClg, ppm): & 14,1; 18,4; 18,8; 22,7; 25,7; 28,6; 28,8; 28,9; 29,0;
29,1; 29,2; 29,3; 31,9; 32,8; 63,0; 80,1; 80,4 (Pagina 66).

EM: m/z (%): 252 (1); 152 (13); 124 (15); 121 (30); 111 (11); 110 (20); 109 (21); 108 (12);
107 (23); 98 (19); 97 (19); 96 (38); 95 (59); 94 (22); 93 (40); 91 (15); 83 (22); 82 (68); 81
(97); 80 (35); 79 (66); 77 (14); 69 (32); 68 (51); 67 (100); 66 (10); 57 (19); 56 (10); 55 (74);
53 (14); 43 (31); 41 (56) (Pagina 65).

IV (o Max, cm™): 725; 974; 1063; 1298; 1470; 2852; 2932; 3315 (P&gina 65).
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4.7.1.5 Sintese do (Z)-8-heptadecen-1-ol (7) *°

C7WOH

7

Adicionou-se a um reator de hidrogenacéo 0,30 g (1,19 mmol) de 8-heptadecin-1-
ol (6), 5,0 mL de metanol, cerca de 15 mg de Pd/CaCO; e 20 mg de quinolina. O meio
reacional foi submetido a atmosfera de hidrogénio (10 atm) sob temperatura ambiente em
um reator Parr® (modelo 3910). Apds 2 horas de agitacéo filtrou-se a mistura com auxilio
de um papel filtro e evaporou-se o metanol. Diluiu-se em hexano e a fase orgénica foi
lavada com &gua destilada e seca com Na,SO, anidro. Evaporou-se o solvente sob
vacuo e purificou-se em coluna cromatografica de silica gel (hexano/acetato de etila 8:2),

obtendo-se o composto 7 com 77 % de rendimento (0,23 g, 0,90 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): & 0,88 (m, 3H); 1,24-1,38 (m, 20H); 1,50-1,62 (m,
2H); 1,97-2,06 (m, 4H); 3,63 (t, J=6,5 Hz, 2H); 5,27-5,42 (m, 2H) (Pagina 68).

RMN de *C (50 MHz, CDClg, ppm): & 14,1; 22,7; 25,8; 27,2; 27,3; 29,3; 29,4; 29,4; 29,6;
29,6; 29,7; 29,8; 32,0; 32,8; 63,1; 129,8; 130,0 (Pagina 68).

EM: m/z (%): 236 (7); 124 (17); 123 (15); 110 (25); 109 (26); 97 (26); 96 (69); 95 (54); 83
(43); 823 (100); 81 (79); 79 (11); 71 (12); 70 (16); 69 (50); 68 (48); 67 (78); 57 (30); 56
(21); 55 (91); 54 (35); 43 (35); 41 (54) (Pagina 67).

IV (v Max, cm™): 729; 1068; 1378; 1468; 1656; 2856; 2924; 3004; 3321; 3414 (Pagina
67).

4.7.1.6 Sintese do 1-bromo-(8Z)-heptadeceno (8) ™

c /\—/\/\/\/\Br

7

8

Na mistura de 0,15 g (0,59 mmol) do (2)-8-heptadecen-1-ol (7) e tetrabrometo de
carbono (0,24 g, 0,72 mmol) em DCM a 0 °C, adicionou-se solugéo de trifenilfosfina (0,23
g, 0,87 mmol em 3,0 mL de DCM). Agitou-se a mistura reacional a temperatura ambiente
durante 1 hora, evaporou-se até quase secura e purificou-se por cromatografia liquida em
coluna de silica gel, utilizando hexano/acetato de etila 8:2. Obteu-se 0,15 g (0,47 mmol)

do composto 8 (83 % de rendimento).
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RMN de *H (200 MHz, CDCl;, ppm): & 0,83-0,92 (m, 3H), 1,22-1,52 (m, 20H); 1,86 (m,
2H); 1,97-2,06 (m, 4H), 3,41 (t, J=6,8 Hz, 2H); 5,26-5,44 (m, 2H) (P&gina 70).

RMN de ®C (50 MHz, CDCls, ppm): © 14,2; 22,8; 27,2; 27,3; 28,2; 28,7; 29,1; 29,4; 29,4;
29,6; 29,7; 29,9; 32,0; 32,9; 34,1; 129,8; 130,2 (Pagina 70).

EM: m/z (%): 319 (1); 318 (4); 317 (1); 316 (4); 150 (12); 148 (12); 125 (13); 111 (29); 109
(10) 98 (18); 97 (64); 75 (15); 85 (10); 84 (20); 83 (77); 82 (23); 81 (26); 71 (20); 70 (37);
69 (82); 68 (15); 67 (33); 57 (50); 56 (40); 55 (100); 54 (27); 43 (41); 42 (11); 41 (62)
(Pagina 69).

IV (o Max, cm™): 721; 1223; 1265; 1467; 2852; 2922; 3006 (Pagina 69).

4.7.1.7 Sintese do (2)-1,8-heptadecadieno (9) "*

P N e e VO Y

9

O 1-bromo-(82)-heptadeceno (8) (0,10 g, 0,31 mmol) em 0,8 mL de benzeno foi
misturado com 0,8 mL de solucdo de terc-butéxido de potassio (t-BuOK) 1 molL™ em
dimetilsulfoxido (DMSO). Ap6s 30 minutos de reacdo, a mistura foi acidificada com HCI 1
molL?, a camada superior separada e a fase aquosa extraida com hexano. O combinado
foi seco com Na,SO, anidro, concentrado sob presséo reduzida e purificado por coluna
cromatogréfica de silica gel utilizando como fase mdével hexano, resultando no composto
9 com 76 % de rendimento (0,05 g, 0,22 mmaol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, ppm): & 0,80-0,95 (m, 3H); 1,18-1,46 (m, 18H); 1,90-2,13
(m, 6H); 4,87-5,06 (m, 2H); 5,26-5,44 (m, 2H); 5,71-5,92 (m, 1H) (Pagina 72).

RMN de *C (50 MHz, CDClg, ppm): & 14,2; 22,8; 27,2; 27,3; 28,9; 28,9; 29,4; 29,4; 29,6;
29,7; 29,9; 32,0; 33,9; 114,2; 129,8; 130,1; 139,2 (Pagina 72).

EM: m/z (%): 236 (9); 138 (10); 124 (14); 123 (12); 110 (30); 109 (28); 97 (22); 96 (69); 95
(52); 83 (34); 82 (80); 81 (89); 79 (12); 70 (10); 69 (48); 68 (59); 67 (89); 57 (24); 56 (16);
55 (100); 54 (52); 53 (11); 43 (38); (8); 41 (76) (Pagina 71).

IV (o Max, cm™): 729; 912; 992; 1458; 1641; 2853; 2923; 3001; 3079 (Pagina 71).
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4.7.2 Sintese do (2)-1,10-nonadecadieno (18)
4.7.2.1 Sintese do 9-bromononan-1-ol (11)

Br/\/\/\/\/\OH

1"

Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 4.7.1.1, empregando-se 0
1,9-nonanodiol (10) (3,00 g, 18,75 mmol) e 1,5 mL de HBr 48 %. O 9-bromononan-1-ol
(11) foi obtido em 83 % de rendimento (3,48 g, 15,60 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): & 1,24-1,47 (m, 10H); 1,49-1,64 (m, 2H); 1,78-1,93
(m, 2H); 3,41 (t, J=6,8 Hz, 2H); 3,63 (t, J=6,5 Hz, 2H) (Péagina 75).

RMN de *3C (50 MHz, CDCl,, ppm): 8 25,7; 28,1; 28,7; 29,3; 29,4; 32,7; 32,8; 34,1; 62,9
(Pagina 75).

EM: m/z (%): 204 (1); 150 (11); 148 (12); 137 (19); 135 (19); 97 (47); 83 (36); 82 (14); 81
(14); 70 (12); 69 (75); 68 (17); 67 (18); 57 (13); 56 (16); 55 (100); 54 (11); 43 (23); 42 (16);
41 (63) (Pagina 74).

IV (v Max, cm™): 732; 976; 1016; 1060; 1217; 1361; 1468; 2859; 2933; 2972; 3356; 3421
(Pagina 74).

4.7.2.2 Sintese do 2-(9-bromononiloxi)-tetraidro-2H-pirano (12)

Br/\/\/\/\/\OTHP

12

O intermediario (12) foi obtido conforme descrito no item 4.7.1.2, utilizando-se
3,00 g (13,45 mmol) do 9-bromononan-1-ol (11) e 1,5 mL de DHP. O 2-(9-bromononiloxi)-
tetraidro-2H-pirano (12) foi obtido com 89 % de rendimento (3,67 g, 11,97 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): 8 1,27-1,92 (m, 20H); 3,32-3,55 (m, 4H); 3,67-3,93
(m, 2H); 4,53-4,61 (m, 1H) (Pagina 77).

RMN de *C (50 MHz, CDClg, ppm): & 19,7; 25,5; 26,2; 28,1; 28,7; 29,3; 29,4; 29,7; 30,8;
32,8; 34,0; 62,3; 67,6; 98,8 (Pagina 77).

EM: m/z (%): 307 (2); 305 (2); 85 (100); 84 (11); 83 (10); 69 (17); 57 (14); 56 (21); 55
(18); 43 (11); 41 (17) (Pagina 76).

IV (o Max, cm™): 719; 1211; 1463; 1475; 2853; 2924 (Pagina 76).
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4.7.2.3 Sintese do 2-(nonadec-10-iniloxi)-tetraidro-2H-pirano (14)

Cy/\/\/\/\/\/OTHP

14

Foi empregado o mesmo procedimento descrito no item 4.7.1.3 para a obtencéo
do composto 14. Foram utilizados 2,8 mL (15,44 mmol) de 1-decino (13), 7,5 mL de n-
BuLi (2,56 molL™), 2,30 g (7,49 mmol) de 2-(9-bromononiloxi)-tetraidro-2H-pirano (12) e
1,35 mL de HMPA. Foram obtidos 2,45 g (6,73 mmol) do 2-(nonadec-10-iniloxi)-tetraidro-
2H-pirano (14) (90 % de rendimento).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): & 0,83-0,92 (m, 3H); 1,21-1,88 (m, 32H); 2,09-2,24
(m, 4H); 3,31-3,57 (m, 2H); 3,65-3,94 (m, 2H); 4,55-4,61 (m, 1H) (Pagina 79).

RMN de **C (50 MHz, CDCl;, ppm): & 14,2; 18,5; 18,8; 19,7; 22,7; 25,6; 26,3; 28,6; 28,8;
28,9; 29,2; 29,2; 29,3; 29,5; 29,5; 29,6; 29,8; 30,8; 31,9; 62,4; 67,7; 80,3; 80,3; 98,9
(Pagina 79).

EM: m/z (%): 364 (1); 101 (27); 95 (17); 85 (100); 81 (19); 69 (12); 67 (26); 57 (11); 55
(22); 43 (11); 41 (16) (Pagina 78).

IV (o Max, cm™): 726; 817; 1033; 1083; 1144; 1207; 1353; 1474; 2851; 2928 (Pagina 78).

4.7.2.4 Sintese do 10-nonadecin-1-ol (15)

C7/\/\/\/\/\/OH

15

O 10-nonadecin-1-ol (15) foi obtido com 0 mesmo procedimento descrito no item
4.7.1.4, empregando-se 2,00 g (5,49 mmol) do composto 14. O rendimento foi de 92 %
(1,41g, 5,04 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): & 0,83-0,93 (m, 3H); 1,21-1,62 (m, 26H); 2,09-2,18
(m, 4H); 3,63 (t, J=6,6 Hz, 2H) (Pagina 81).
RMN de **C (50 MHz, CDCl;, ppm): & 14,1; 18,8; 22,7; 25,8; 28,9; 28,9; 29,2; 29,2; 29,2;
29,3; 29,4; 29,6; 29,7; 29,7; 31,9; 23,8; 63,0; 80,2; 80,3 (Pagina 81).
EM: m/z (%): 152 (25); 135 (14); 124 (21); 121 (21); 110 (30); 109 (27); 97 (18); 96 (59);
95 (65); 93 (31); 83 (23); 82 (73); 81 (99); 80 (22); 79 (46); 69 (38); 68 (49); 67 (100); 57
(18); 55 (73); 54 (38); 43 (31); 41 (56) (Pagina 80).
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IV (o Max, cm™): 719; 959; 1069; 1473; 2851; 2923; 3261 (Pagina 80).

4.7.2.5 Sintese do (2)-10-nonadecen-1-ol (16)

7

16

Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 4.7.1.5, empregando-se 1,00
g (3,57 mmol) do 10-nonadecin-1-ol (15), que resultou na formacdo do composto 16 em
83 % de rendimento (0,83 g, 2,94 mmol).

RMN de *H (200 MHz, CDCls, ppm): & 0,86-0,92 (m, 3H); 1,20-1,40 (m, 24H); 1,51-1,61
(m, 2H); 1,94-2,07 (m, 4H); 3,63 (t, J=6,5 Hz, 2H); 5,26-5,43 (m, 2H) (Pagina 83).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls, ppm): & 14,1; 22,7; 25,8; 27,2; 29,3; 29,3; 29,4; 29,5; 29,5;
29,6; 29,8; 31,9; 32,8; 63,0; 129,8; 129,9 (Pagina 83).

EM: m/z (%): 264 (4); 124 (14); 123 (13); 110 (21); 109 (23); 97 (29); 96 (64); 95 (44); 85
(21); 83 (44); 82 (100); 81 (64); 69 (50); 68 (38); 67 (59); 59 (29); 57 (27); 56 (15); 55 (74);
54 (23); 43 (33); 41 (49) (Pagina 82).

IV (b Max, cm™): 730; 1069; 1470; 2855; 2923; 3004; 3322; 3420 (Pagina 82).

4.7.2.6 Sintese do 1-bromo-(10Z)-nonadeceno (17)

c7/\_/\/\/\/\/\3r

17

O composto 17 foi obtido através do mesmo procedimento descrito no item
4.7.1.6. Foram utilizados 0,60 g (2,13 mmol) do (Z)-10-nonadecen-1-ol (16), 0,84 g (2,53
mmol) de tetrabrometo de carbono e 0,84 g (3,19 mmol) de trifenilfosfina, resultando no
1-bromo-(10Z)-nonadeceno (17) em 87 % de rendimento (0,63 g, 1,74 mmaol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): & 0,82-0,93 (m, 3H); 1,19-1,50 (m, 24H); 1,85 (m,
2H); 1,93-2,06 (m, 4H); 3,41 (t, J=6,8 Hz, 2H); 5,30-5,43 (m, 2H) (P&gina 84).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3, ppm): & 14,2; 22,8; 27,3; 28,3; 28,9; 29,2; 29,3; 29,3; 29,4;
29,5; 29,6; 29,7; 29,7, 29,8; 32,0; 32,7; 32,9; 130,3; 130,5 (Pagina 85).

EM: m/z (%): 207 (3); 151 (4); 148 (6); 125 (12); 111 (28); 110 (11); 109 (13); 97 (58); 69
(27); 95 (23); 84 (17); 83 (70); 82 (40); 81 (38); 71 (20); 70 (31); 69 (77); 68 (28); 67 (44);
57 (51); 65 (33); 57 (51); 56 (33); 55 (100); 54 (27); 43 (44); 41 (63) (Pagina 84).
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4.7.2.7 Sintese do (2)-1,10-nonadecadieno (18)

P e e NlFe P VU~

18

Foi empregado o procedimento descrito no item 4.7.1.7 para obtencdo do
composto 18. Foram utilizados 0,5 g (1,46 mmol) de 1-bromo-(10Z)-nonadeceno (17), 2,8
mL de benzeno e 2,8 mL da solucéo de t-BuOK 1 molL™. O (Z)-1,10-nonadecadieno (18)
foi obtido em 79 % de rendimento (0,30 g, 1,14 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): & 0,85-0,92 (m, 3H); 1,19-1,44 (m, 22H); 1,93-2,10
(m, 6H); 4,88-5,05 (m, 2H); 5,30-5,39 (m, 2H); 5,71-5,92 (m, 1H) (Pagina 87).

RMN de **C (50 MHz, CDCl;, ppm): d 14,2; 22,8; 27,3; 27,3; 29,0; 29,2; 29,4; 29,4; 29,5;
29,6; 29,7; 29,9; 29,9; 32,0; 33,9; 114,2; 129,9; 130,0; 139,3 (Pagina 87).

EM: m/z (%): 264 (12); 138 (16); 124 (24); 123 (16); 110 (30); 109 (30); 97 (29); 96 (77);
95 (61); 83 (43); 82 (91); 81 (83); 70 (12); 69 (59); 68 (65); 67 (76); 57 (25); 56 (16); 55
(100); 54 (35); 43 (34); 41 (63) (Pagina 86).

IV (o Max, cm™): 725; 912; 993; 1460; 1643; 2853; 2922; 2959; 3002; 3086 (Pagina 86).

4.7.3 Sintese do (2)-1,9-nonadecadieno (27)
4.7.3.1 Sintese do 8-bromooctan-1-ol (20)

/\/\/\/\/OH
Br

20

Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 4.7.1.1, empregando-se 0
1,8-octanodiol (19) (2,00 g, 14,08 mmol) e 1,91 mL de HBr 48%. O 8-bromooctan-1-ol
(20) foi obtido em 83 % de rendimento (2,38 g, 11,39 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): & 1,27-1,66 (m, 10H); 1,76-1,98 (m, 2H); 3,41 (t,
J=6,8 Hz, 2H); 3,63 (t, J=6,4 Hz, 2H) (P&gina 90).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;, ppm): & 25,6; 28,1; 28,7; 29,2; 32,7; 32,8; 33,9; 62,8
(Péagina 90).

EM: m/z (%): 192 (1); 190 (1); 164 (17); 162 (17); 150 (18); 148 (19); 83 (52); 82 (19); 69
(93); 68 (30); 67 (24); 57 (11); 56 (20); 55 (100); 43 (19); 42 (16); 41 (60) (Pagina 89).

IV (o Max, cm™): 729; 972; 1021; 1064; 1225; 1465; 2860; 2932; 3307; 3382 (P&gina 89).
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4.7.3.2 Sintese do 2-(8-bromooctiloxi)-tetraidro-2H-pirano (21)

/\/\/\/\/OTHP
Br

21

O intermediario 21 foi obtido conforme descrito no item 4.7.1.2, utilizando-se 2,38
g (11,40 mmol) do 8-bromooctan-1-ol (20) e 1,3 mL de DHP. O 2-(8-bromooctiloxi)-
tetraidro-2H-pirano (21) foi obtido com 89 % de rendimento (2,97 g, 10,14 mmaol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): & 1,24- 1,94 (m, 18H); 3,31-3,57 (m, 4H); 3,66-3,94
(m, 2H); 4,54-4,62 (m, 1H) (Pagina 92).

RMN de **C (50 MHz, CDCl;, ppm): 8 19,7; 25,5; 26,1; 28,1; 28,7; 29,2; 29,7; 30,8; 32,8;
33,9; 62,3; 67,6; 98,8 (Pagina 92).

EM: m/z (%): 293 (2); 291 (2); 150 (1); 148 (1); 137 (1); 135 (1); 85 (100); 84 (10); 69
(25); 57 (15); 26 (24); 55 (20); 43 (11); 41 (20) (Pagina 91).

IV (o Max, cm™): 730; 816; 871; 981; 1029; 1080; 1121; 1139; 1356; 1470; 2862; 2933
(Pagina 91).

4.7.3.3 Sintese do 2-(nonadec-9-iniloxi)-tetraidro-2H-pirano (23)

CB/\/\/\/\/\
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Foi empregado o mesmo procedimento descrito no item 4.7.1.3 para a obtencdo
do composto 23. Foram utilizados 0,3 mL (1,64 mmol) de 1-undecino (22), 1,3 mL de n-
BuLi (1,60 molL™?), 0,23 g (0,80 mmol) de 2-(8-bromooctiloxi)-tetraidro-2H-pirano (21) e
0,14 mL de HMPA. Foram obtidos 0,26 g (0,71 mmol) do 2-(nonadec-9-iniloxi)-tetraidro-
2H-pirano (23) (89 % de rendimento).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, ppm): & 0,82-0,92 (m, 3H); 1,19-1,80 (m, 32H); 2,08-2,18
(m, 4H); 3,31-3,56 (m, 2H); 3,67-3,96 (m, 2H); 4,55-4,61 (m, 1H) (Pagina 93).

RMN de **C (50 MHz, CDCl;, ppm): & 14,1; 18,7; 18,7; 19,7; 22,7; 25,5; 26,2; 28,8; 28,8;
28,9; 29,0; 29,1; 29,2; 29,3; 29,4; 29,5; 29,7; 30,7; 31,9; 62,3; 67,6; 80,1, 80,2; 98,8
(Pagina 94).

EM: m/z (%): 293 (1); 101 (22); 95 (18); 85 (100); 84 (16); 83 (12); 81 (21); 79 (11); 69
(14); 67 (28); 57 (12); 56 (12); 55 (35); 43 (17); 41 (24) (Pagina 93).
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4.7.3.4 Sintese do 9-nonadecin-1-ol (24)

Ca/\/\/\/\/\

24

O 9-nonadecin-1-ol (24) foi obtido com o mesmo procedimento descrito no item
4.7.1.4, empregando-se 0,22 g (0,60 mmol) do composto 23. O rendimento foi de 91 %
(0,15 g, 0,54 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): & 0,84-0,92 (m, 3H); 1,22-1,61 (m, 26H); 2,08-2,18
(m, 4H); 3,63 (t, J=6,5 Hz, 2H) (P&gina 95).

RMN de *C (50 MHz, CDCls, ppm): © 14,2; 18,8; 22,7; 25,8; 28,8; 28,9; 29,1; 29,2; 29,2;
29,3; 29,4, 29,6; 31,9; 32,8; 6,.0; 80,2; 80,3 (Pagina 96).

EM: m/z (%): 280 (2); 166 (18); 138 (16); 135 (19); 124 (17); 121 (31); 112 (31); 110 (20);
109 (31); 108 (12); 107 (19); 98 (19); 97 (20); 96 (58); 95 (72); 94 (21); 93 (37); 83 (27);
82 (77); 81 (96); 80 (29); 79 (52); 69 (40); 68 (54); 67 (100); 57 (19); 55 (71); 54 (40); 43
(34); 41 (51) (Pagina 95).

4.7.3.5 Sintese do (Z)-9-nonadecen-1-ol (25)

/\_/\/\/\/\/—OH
C,

8

25

Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 4.7.1.5, empregando-se 0,15
g (0,54 mmol) do 9-nonadecin-1-ol (24), que resultou na formagé&o do composto 25 em 65
% de rendimento (0,10 g, 0,35 mmaol).

RMN de *H (200 MHz, CDCls, ppm): 8 0,83-0,93 (m, 3H); 1,23-1,38 (m, 24H); 1,49-1,63
(m, 2H); 1,94-2,07 (m, 4H); 3,62 (t, J=6,6 Hz, 2H); 5,26-5,43 (m, 2H) (Pagina 98).

RMN de *C (50 MHz, CDClg, ppm): & 14,1; 22,7; 25,7; 27,2; 27,2; 29,2; 29,2; 29,3; 29,3;
29,4; 29,5; 29,6; 29,6; 29,7; 31,9; 32,7; 62,9; 129,8; 129,9 (P4gina 98).

EM: m/z (%): 282 (1); 138 (12); 124 (20); 123 (18); 111 (13); 110 (30); 109 (29); 97 (33);
96 (78); 95 (54); 83 (48); 82 (100); 81 (70); 71 (15); 70 (17); 69 (57); 68 (49); 67 (17); 57
(32); 56 (21); 55 (88); 54 (32); 43 (45); 41 (56) (Pagina 97).

IV (o Max, cm™): 728:; 1070; 1471; 2854; 2922; 3005; 3330 (P4agina 97).
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4.7.3.6 Sintese do 1-bromo-(9Z)-nonadeceno (26)

/\_/\/\/\/\/— o
C

g
26

O composto 26 foi obtido através do mesmo procedimento descrito no item
4.7.1.6. Foram utilizados 0,06 g (0,22 mmol) do (Z)-9-nonadecen-1-ol (25), 0,09 g (0,27
mmol) de tetrabrometo de carbono e 0,08 g (0,29 mmol) de trifenilfosfina, resultando no
1-bromo-(9Z)-nonadeceno (26) em 75 % de rendimento (0,06 g, 0,17 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): & 0,81-0,94 (m, 3H); 1,15-1,50 (m, 24H), 1,50 (m,
2H); 1,94-2,12 (m, 4H); 3,40 (t, J=6,8 Hz, 2H); 5,27-5,40 (m, 2H) (P&gina 100).

RMN de **C (50 MHz, CDCls, ppm): d 14,1; 22,7; 27,2; 27,2; 28,2; 28,8; 29,2; 29,2; 29,3;
29,4; 29,6; 29,6; 29,7; 29,8; 31,9; 32,8; 33,9; 129,7; 130,0 (Pagina 100).

EM: m/z (%): 347 (1); 346 (5); 150 (12); 148 (13); 125 (22); 123 (12); 112 (10); 111 (45);
110 (10); 109 (12); 98 (18); 97 (98); 96 (21); 95 (20); 85 (17); 84 (26); 83 (98); 82 (30); 81
(30); 71 (32); 70 (44); 69 (96); 68 (18); 67 (35); 57 (58); 56 (39); 55 (100); 54 (25); 43 (47);
41 (56) (Pagina 99).

IV (o Max, cm™): 722; 1260; 1467; 2852; 2925; 3006 (Pagina 99).

4.7.3.7 Sintese do (Z)-1,9-nonadecadieno (27)

\/\/\/\/E/\/\/\/\
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Foi empregado o procedimento descrito no item 4.7.1.7 para obtencdo do
composto 27. Foram utilizados 0,06 g (0,17 mmol) de 1-bromo-(9Z)-nonadeceno (26),
0,32 mL de benzeno e 0,64 mL da solugéo de t-BuOK 1 molL™. O (2)-1,9-nonadecadieno
(27) foi obtido em 93 % de rendimento (0,04 g, 0,16 mmol).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, ppm): & 0,83-0,93 (m, 3H), 1,17-1,44 (m, 22H); 1,95-2,10
(m, 6H), 4,88-5,05 (m, 2H); 5,29-5,42 (m, 2H); 5,71-5,92 (m, 1H) (Pagina 102).

RMN de *C (50 MHz, CDClg, ppm): & 14,1; 22,7; 27,2; 27,2; 28,9; 29,0; 29,1; 29,4; 29,6;
29,6; 29,7; 29,8; 31,6; 31,9; 33,8; 114,1; 129,8; 129,8; 139,2 (Pagina 102).

EM: m/z (%): 264 (12); 138 (16); 137 (12); 125 (5); 124 (25); 123 (20); 111 (12); 110 (42);
109 (34); 97 (34); 96 (87); 95 (64); 83 (48); 82 (96); 81 (94); 70 (13); 69 (59); 68 (63); 67
(80); 57 (28); 56 (17); 55 (100); 54 (41); 43 (40); 41 (60) (Pagina 101).

IV (o Max, cm™): 718; 913; 969; 71473; 1643; 2850; 2922; 3004; 3081 (Pagina 101).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Oxelytrum discicolle
5.1.1 Identificac&o estrutural

A comparacdo dos cromatogramas obtidos na analise dos volateis de machos e
fémeas de O. discicolle mostraram a presenca de dois compostos produzidos somente
pelos machos, como pode ser observado na Figura 8. Foram calculados os indices de
Kovats em trés diferentes colunas (1: 1674 / RTX-5, 1882 / RTX-WAX, e 1673 / EC-1; 2:
1695/ RTX-5, 1871/ RTX-WAX, e 1692 / EC-1).
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Figura 8. Comparacgdo dos cromatogramas obtidos dos extratos de machos e fémeas de

O. discicolle, evidenciando os compostos macho-especificos majoritario (A) e minoritario

(B).

Nos besouros necrofagos da espécie Nicrophorus spp. (Coleoptera: Silphidae) a

comunicacdo entre os sexos é mediada por feroménios volateis do sexo masculino.”* "*"*

Recentemente, alguns trabalhos relatam esse fato, como o de Haberer et al.?" %

que
identificaram a estrutura do feroménio produzido pelos machos de Nicrophorus
vespilloides como sendo o 4-metil heptanoato de etila. Além disso, 0s mesmos autores
verificaram acéo interespecifica, onde as espécies Nicrophorus vespillo e Nicrophorus
humator também foram atraidas pelo feromdnio.

Desta forma, foram realizados bioensaios para testar a atividade biolégica do
extrato contendo os compostos macho-especificos (extrato natural) para machos e
fémeas. Para T1 (extrato natural x hexano) ndo houve preferéncia significativa tanto para
machos (p=0,466) quanto para fémeas (p=0,716, Figura 9). Em um estudo realizado por
Von Hoermann et al.”* foi observado que machos e fémeas da espécie Desmestes
maculatus também ndo foram atraidos para os volateis liberados pelos machos. No

entanto, o extrato dos volateis dos machos combinado com o extrato de uma carcaca de
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suino (fonte alimentar) foram fortemente atrativos para as fémeas. A este efeito da
associacao dos dois extratos (alimento + inseto) para a atratividade, d4-se o nome de
“efeito sinérgico”. Entretanto, os extratos apenas dos volateis do alimento foram atrativos
somente para 0s machos desta espécie.

Baseado nestes resultados foram realizados testes de atratividade utilizando os
volateis de uma carcaga de um rato na fase inchada. Os bioensaios testando a
atratividade de machos e fémeas para extrato de carcaca x hexano (T2), indicaram que
0s machos preferiram o odor da carcaca (73 %, p=0,011) e para as fémeas néo houve
preferéncia (p=0,466, Figura 9). Esse resultado sugere que os machos sdo os
responsaveis por encontrar a fonte de alimento.

Ao testar o extrato natural + extrato da carcaca versus o hexano (T3), observou-se
que nao houve preferéncia de escolha para os machos (p=0,466) e que fémeas
preferiram a combinacdo dos extratos (70 %, p=0,028, Figura 9), evidenciando a agéo

dos compostos macho-especificos como feromdnio sexual.
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Resposta (%)
T1= extrato natural x hexano (controle); T2= extrato da carcaga x hexano (controle); T3= extrato natural +
extrato da carcaga x hexano (controle); T4= extrato natural x extrato da carcaca (controle); T5= extrato natural

+ extrato da carcaga x extrato da carcaga (controle).

Figura 9. Respostas de machos (M) e fémeas (F) de O. discicolle aos volateis presentes
nos extratos dos machos e aos volateis da carcaca de um rato (fase inchada). Os dados

foram analisados com o teste Qui-quadrado (* p<0,05, ns — p>0,05).
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Em T4 (extrato natural x extrato da carcaca) verificou-se preferéncia significativa
(p=0,040) dos machos pelo extrato da carcaca (68 %), enquanto que para fémeas nao
houve diferenca entre os tratamentos (p=0,274). Esse teste comprovou a funcdo dos
machos em desbravar o ambiente e encontrar alimento.

Para confirmar a acdo dos compostos presentes no extrato natural como
feromdnio sexual, testou-se a atratividade do extrato natural + extrato da carcaca versus
o0 extrato da carcaca (T5). Nesse teste, as fémeas foram atraidas significativamente para
a combinacdo dos extratos (68 %, p=0,048) enquanto que 0os machos nao demonstraram
preferéncia (p=0,274, Figura 9). Desta forma, foi confirmada a funcao de atrativo sexual
dos compostos emitidos pelos machos.

No teste da dinAmica de emissao de compostos (de 1- 48 dias), observou-se que
a partir de 18 dias de idade, os adultos iniciam a liberacdo de ambos os componentes,
gue alcangaram o valor maximo de 1400 + 188 ng/inseto (44-48 dias) para 0 composto

majoritario (A) e de 96 + 13 ng/inseto (39-43 dias) para o minoritério (B) (Figura 10).
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Figura 10. Emissdo dos componentes feromonais majoritario (A) e minoritario (B) por

machos de O. discicolle.
A liberacéo dos volateis ocorreu durante a fotofase e escotofase (Figura 11), ndo

havendo diferenca significativa entre os periodos (p>0,05). Esse resultado sugere que 0s

machos tentam atrair fémeas para copula durante a presenca ou auséncia de luz.
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Figura 11. Emissdo dos compostos feromonais majoritario (A) e minoritario (B) por
machos de O. discicolle na fotofase e escotofase (n=6). Colunas seguidas de letras iguais

nao diferem significativamente (teste t, p>0,05).

Para identificacdo estrutural dos provaveis compostos feromonais sexo-
especificos foram realizadas anélises em CG-EM e CG-IVTF. No espectro na regiao do
infravermelho do composto majoritario (A) (Figura 12A) é possivel verificar bandas
caracteristicas de hidrocarbonetos entre 2800 e 3000 cm™, além da presenca de duas
bandas em 3079 e 3001 cm™, referente ao estiramento Csp®-H. O espectro na regido do
infravermelho do composto minoritario (B) também apresentou as bandas caracteristicas
de hidrocarbonetos e uma banda em 3085 cm™ relativo a uma ligac&o dupla (Figura 12B).

Os espectros na regiao do infravermelho permitem o reconhecimento de grupos
vinilicos, por bandas observadas em 3085 - 3083 cm™ (deformagcéo axial de C-H em =C-
H), 1641 cm™ (estiramento C=C) e um par de bandas em 990+5 e 910+5 cm™
(deformacéo angular fora do plano =C-H).”>"" Assim, as bandas em 3079, 1646, 989 e
910 cm™ presentes no espectro do composto A (Figura 12A), sugerem que uma das
ligacBes duplas é terminal e isolada. Este fato foi confirmado por Attygalle et al.,” onde
verificaram que para os grupos vinilicos isolados, a intensidade da banda em 992 cm™ é
menor do que a banda em 914 cm™, enquanto que para um dieno 1,3 conjugado de
isomeria E, o espectro possui a banda em 998 cm™ maior do que a em 902 cm™.

As bandas de deformagéo axial de C-H em alcenos de configuragdo Z e E
ocorrem usualmente na regido de 3008 — 3013 cm® e 2933 - 2940 cm®,
respectivamente.’®®® Além disso, o estiramento C=C de alcenos vinilicos e de
configuracdo Z ocorre entre 1660 e 1635 cm™, enquanto que o estiramento C=C de
compostos de configuracdo E, trissubstituidos e tetrassubstituidos ocorre entre 1680 e
1665 cm™. Para alcenos de configuracdo Z, a deformacdo angular fora do plano =C-H
ocorre em 990+5 cm™, enquanto que para alcenos de configuracdo E ocorre em 965+5
cm™.”® Desta forma, as bandas em 3001, 1646 e 989 cm™ (Figura 12A) caracterizam a

configuracdo Z da ligagéo dupla do componente A.
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No espectro na regiao do infravermelho do componente B (Figura 12B), € possivel

observar bandas em 3085, 1643, 985 e 913 cm™ que sugerem uma ligacdo dupla

terminal.
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Figura 12. Espectro na regido do infravermelho dos compostos feromonais macho-

especificos majoritario (A) e minoritéario (B) de O. discicolle.

Essas informacdes sdo confirmadas pelo espectro do 1-noneno,** que apresenta

bandas tipicas de 1-alcenos, em 3084 e 914 cm™, além de um pico pequeno, mas

significativo, em 1641 cm™.

No espectro de massas verificou-se o pico do ion molecular de m/z 236 (M") para
o composto A (Figura 13A) e de m/z 238 (M) para o composto B (Figura 13B).

Juntamente com as informagfes obtidas pelo espectro na regidao do infravermelho, foi

proposto uma formula molecular de C,;Hs, para A e C;Hs4 para B.
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Figura 13. Espectro de massas dos compostos feromonais macho-especificos majoritario

(A) e minoritario (B) de O. discicolle.
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A fim de se comprovar a presenca das ligagbes duplas, os produtos naturais
foram submetidos a uma microrreacdo de hidrogenacgéo catalitica com Pd/C, onde foi
possivel verificar a formagdo de um Unico produto. No espectro na regido do
infravermelho correspondente ao produto hidrogenado (Figura 14A) observou-se o
desaparecimento das bandas caracteristicas de ligagbes duplas. Ja no espectro de
massas (Figura 14B) observou-se o pico do ion molecular M* de m/z 240, como resultado
da insercao de quatro hidrogénios no composto A e dois hidrogénios no B. Além disso,
foi observada uma sequéncia de fragmentos com aumento de 14 unidades de massa,
acompanhada pela diminuicdo de intensidade, sugerindo uma cadeia linear. Para
confirmar a linearidade do composto, foi realizado a coinje¢cdo do produto hidrogenado
com o padrdo sintético heptadecano, em duas diferentes colunas (RTX-5 e EC-WAX),

sendo observado a coelui¢ao.

100
[}
S @
95 - N
< o
.6 §
T &
E 85
(2]
C
o
[ 80
75 4 g
(o2}
N
70 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
NGmero de Onda (cm't)
B
J 57
100.0 7
75.01 85
50.04 43
99
25.01 55 113
127 14
0.0 l:hll || 1l 1?5 1§9 1$3 197 211 240
. 1 T T 1 1 T
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0

Figura 14. Espectros na regido do infravermelho (A) e massas (B) referente ao produto

hidrogenado dos compostos macho-especificos de O. discicolle.

Compostos que possuem ligacdes duplas, exibem fragmentos caracteristicos no
espectro de massas por clivagem alilica, mas também mostram uma forte tendéncia para
isomerizar através da ligacdo dupla.®’* Assim, nestes compostos a localizacdo das

ligagBes duplas utilizando somente a espectrometria de massas ndo é possivel sem o
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uso de derivatizagbes. O método mais eficiente e comumente utilizado é a metiolacao
com DMDS.® Entretanto, a aplicacdo deste método para compostos polinsaturados n&o é
facil, além da dificil interpretacdo do espectro de massas sem parametros de
comparagcdo. Uma maneira de aplicar o método de DMDS a polienos é realizar primeiro
uma reducéo parcial para produzir compostos monoinsaturados, seguido da formacéo de
derivados do DMDS e anélise por CG-EM.*

Uma eficiente maneira de realizar essa reducéo é pelo uso da diimina. O reagente
diimina (N,H,) é formado in situ pela oxidac&o da hidrazina por peréxido de hidrogénio. A
adicdo syn dos atomos de hidrogénio na ligacdo dupla ocorre via um estado de transicao

ciclico,® conforme mostra o Esquema 1.
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Esquema 1. Reacéo de reducéo parcial, mostrando o estado de transicgéo ciclico.

No estudo do feromdnio sexual de Scrobipalpuloides absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae) em escala de 100 ng, foi realizado o procedimento combinado da redugéo
parcial com NH,NH,/H,0, seguido da formacédo de derivado de DMDS para determinar a
estrutura completa do constituinte principal (um acetato com trés ligacdes duplas).®
Similarmente, este método foi utilizado para reduzir uma ligacdo dupla terminal, que
facilitou a determinacdo da outra ligagdo dupla no carbono 9 do acetato de (9E)-9,11-
dodecadienila, um componente feromonal da mariposa vermelha.®®

Desta forma, o extrato natural foi submetido a uma microrreagdo com hidrazina,
onde diferentes tempos de reacdo foram avaliados para otimizar a reacdo e evitar a
reducdo das duas ligacdes duplas. E possivel observar no tempo de 20 minutos uma
grande gquantidade da insaturacédo ndo terminal, sendo a proporcao relativa dos produtos

obtidos representada da Tabela 1.
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Tabela 1. Proporc¢éo relativa dos produtos obtidos da reducado parcial com hidrazina dos

compostos feromonais de O. discicolle.

Produtos obtidos

. Duas Insaturacao Insaturacao
Tempo Reagao . . _ _ Saturado
Insaturacdes N&ao Terminal Terminal
5 minutos 53,5% 34,1% 8,3% 4,1%
20 minutos 13,8% 60,8% 3,8% 21,6%
40 minutos 1,7% 49,8% 1,3% 47,2%

Apébs a reducdo, foi realizada a reacdo para formacdo de derivados de DMDS.
Sem duvida, este é o mais eficiente e recomendado método para a localizagdo de
ligagBes duplas em cadeias carbonicas. A adicdo de dissulfeto de dimetila catalizada por
iodo, seguida por analise dos adutos em CG-EM, foi primeiramente descrita por Francis e
Veland ® para hidrocarbonetos monoinsaturados e ésteres metilicos de acidos graxos. A
maior parte dos adutos de DMDS apresentam ion molecular intenso, além de fragmentos
ibnicos tipicos, resultantes da clivagem preferencial da ligacdo entre os dois atomos de
carbono contendo os substituintes SCH; (Esquema 2). Podem ser observados perdas de
47 unidades de massa (CHsS-) do ion molecular, e 48 unidades de massa (CH3;SH) de

outros ions.®®
®
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Esquema 2. Principais fragmentos formados por ionizacao eletrénica.

No espectro de massas da Figura 15A é possivel verificar fragmentos de m/z 61 e
m/z 271 referentes a ligacdo dupla terminal. O espectro de massas da Figura 15B, revela
fragmentos de m/z 159 e m/z 173 referentes a outra ligacdo dupla, o que sugere a

possibilidade destas estarem localizadas nos carbonos 8 ou 9.
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Figura 15. Espectros de massas dos produtos da reacdo de metiolacdo, evidenciando a
posicéo das ligagbes duplas dos compostos monoinsaturados. A: Adutos formados para

a ligacéo terminal, B: Adutos formados para a ligagéo dupla na posi¢éo 8 ou 9.

Uma vez de posse dos resultados da reacdo da metiolacdo para os compostos
monoinsaturados, realizou-se o estudo para a obtencdo de adutos no composto di-
insaturado. ApdOs inUmeras tentativas, com a variagdo do tempo de reagéo, temperatura e
quantidade dos reagentes, obteve-se o0s adutos referentes ao composto contendo as

duas ligacdes duplas, conforme mostra o Esquema 3.
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Esquema 3. Principais adutos formados por ionizagdo eletrbnica do componente

feromonal majoritario de O. discicolle.

Através da analise do espectro de massas do produto metiolado foi possivel
confirmar que as ligaces duplas encontram-se nos carbonos 1 e 8. A posicdo da ligacdo
dupla terminal foi confirmada pelo fragmento de m/z 315 (m/z 363 - 48 unidades de
massa) e pelo fragmento de m/z 61. Os fragmentos de m/z 251, m/z 173 e m/z 155 (m/z

251 — 96 unidades de massa) caracterizam a localizacdo da segunda ligacdo dupla no
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carbono 8. A inser¢do dos quatro substituintes SCH3; no produto final resultou no ion
molecular de m/z 424 (M*) (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de massas do produto da reacdo de metiolacdo com o composto
diinsaturado.

Baseado nestes dados foi proposta a estrutura quimica do componente majoritario
de O. discicolle como (Z)-1,8-heptadecadieno (9) (Figura 17).

P e e e e P W g

9

Figura 17. Estrutura proposta para o componente majoritario liberado por O. discicolle.

5.1.2 Sintese do composto macho-especifico majoritario

Apés a proposta estrutural para 0 composto majoritario sexo-especifico de O.
disicicolle, iniciou-se a etapa de sintese para a comprovacgdo estrutural, conforme a rota
sintética apresentada no esquema 4.
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HO OH Br OTHP
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Esquema 4. Rota sintética para obtencdo do (Z)-1,8-heptadecadieno. (a) HBr 48 %,
tolueno, 84 %, (b) DHP, pTSA, metanol, 90 %, (c) n-BuLi, 3, HMPA, THF, 91 %, (d) pTSA,
metanol, 93 %, (e) H,, Pd/CaCO3, metanol, 77 %, (f) CBr4, PhsP, DCM, 83 %, (g) t-BuOK,

benzeno, 76 %.
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Como etapa inicial, realizou-se uma monobromacao de um diol a, w-substituido, o
1,7-heptanodiol (1) para a formacao do 7-bromoheptan-1-ol (2) com rendimento de 84 %.
Utilizou-se o sistema Dean-Stark para remocdo azeotropica de agua. A formagéo
indesejada do composto dibromado foi controlada estequiometricamente pela adicdo de
HBr 48 %.% O intermediario 2 foi caracterizado pelo seu espectro de massas (Pagina 59),
onde foi possivel observar o ion molecular de m/z 148 / 150 com a mesma intensidade,
devido a contribuicdo isotdpica do bromo na estrutura. O espectro de RMN de *H (Pagina
60) apresentou dois tripletos em 3,65 (J=6,4 Hz) e 3,41 ppm (J=6,8 Hz), relativos aos
hidrogénios do grupo CH, ligados a hidroxila e ao brometo, respectivamente. No espectro
de RMN de **C (Pagina 60) destacou-se o sinal do carbono carbinélico em 62,9 ppm. O
estiramento da ligacdo O-H no espectro na regido do infravermelho (Pagina 59),
apresentou-se como duas bandas em 3415 e 3349 cm™,

A hidroxila do composto 2 é um grupamento funcional reativo, dessa forma,
protegeu-se a mesma utilizando DHP, na presenca de um catalisador &cido. A formagéo
do éter derivado do tetraidropirano (THP), o 2-(7-bromoheptiloxi)-tetraidro-2H-pirano (3)
se deu com 90 % de rendimento. O espectro de massas (Pagina 61) apresentou um pico
base de m/z 85, caracteristico de compostos que possuem o grupo THP. No espectro de
RMN de 'H (Pagina 61) foi possivel verificar a presenca de um sinal multipleto entre 4,56
— 4,59 ppm, referente ao hidrogénio cetélico do grupamento THP. O carbono cetalico
apresentou no espectro de RMN de *C (P&gina 62) um sinal em 98,9 ppm. No espectro
na regido do infravermelho (Pagina 61) destaca-se a auséncia da banda de deformacgéo
axial de O-H na regi&io de 3350+50cm™.

A reacdo de alquilagdo do 2-(7-bromoeptiloxi)-tetraidro-2H-pirano (3) com o 1-
decino (4) resultou na formacgdo do composto 5 com 91 % de rendimento. Nesta reacao,
inicialmente formou-se um anion acetilénico metalico, a partir do 1-decino (4),
empregando-se n-BuLi como base para abstra¢éo do hidrogénio acido, ligado ao carbono
sp do alcino. Este ion foi entdo alquilado facilmente com o haleto de alquila (3),
permitindo o aumento da cadeia carbbnica. Foi necessario a utilizacdo do co-solvente
HMPA, que atua na solvatacdo do céation deixando o anion acetilénico livre para reagir
com o brometo.®” O intermediario 5 foi caracterizado pelo seu espectro de massas
(Pagina 63) que apresentou o ion molecular de m/z 336 e pico base de m/z 85. O
hidrogénio cetélico do gupamento THP apresentou no espectro de RMN de 'H (P&gina
64) um sinal entre 4,56 — 4,60 ppm. Além disso, foi observado um multipleto entre 2,10 —
2,22 ppm relativo aos quatro hidrogénios ligados aos carbonos vizinhos a ligagéo tripla. O
espectro de RMN de **C (Pagina 64) apresentou um sinal em 98,9 ppm referente ao

carbono cetdlico e dois sinais dos carbonos quaternarios da ligacéo tripla em 80,2 e 80,4

ppm.
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A etapa de desprotecdo do composto 5 para a formacgado do 8-heptadecin-1-ol (6)
foi realizada com 93 % de rendimento. Foi observado no espectro de massas (Pagina 65)
do produto 6 o fon molecular de m/z 252. O espectro de RMN de 'H (Pagina 66)
apresentou um tripleto em 3,63 ppm com constante de 6,5 Hz, referente aos dois
hidrogénios ligados ao carbono a-hidroxila. No espectro de RMN de *C (Pagina 66) foi
possivel observar um sinal do carbono carbindlico em 63,0 ppm. O espectro na regido do
infravermelho (Pagina 65) apresentou uma banda larga em 3315 cm™, referente ao
estiramento da ligagdo O-H.

O intermediario 6 foi reduzido estereosseletivamente por H, sobre Pd/CaCOs;
(reagente de Lindlar) para formar o (Z)-8-heptacen-1-ol (7) em 77 % de rendimento. No
espectro de massas (Pagina 67) foi observado um fragmento de m/z 236 (M*-18),
referente a perda de uma molécula de agua, caracteristico de alcoois. Os sinais dos dois
hidrogénios olefinicos no espectro de RMN de 'H (P&gina 68) apareceram na forma de
um multipleto em 5,27 — 5,42 ppm, onde nao foi possivel medir a constante de
acoplamento. No espectro de RMN de **C (P&gina 68) observou-se dois sinais em 129,8
e 130,0 ppm relativos aos carbonos olefinicos. Ja no espectro na regido do infravermelho
foi possivel verificar a formacdo da ligacdo dupla pelo aparecimento de uma banda em
3004 cm™, caracteristico de ligacdes duplas de configuracéo Z, conforme mostra a Figura
18.
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Figura 18. Espectro na regido do infravermelho do composto 7.

Para se ter uma ligacdo dupla terminal, foi necesséaria a bromacdo do (Z)-8-
heptacen-1-ol (7) com CBr,-PhsP para formacgéo do 1-bromo-(82)-heptadeceno (8) em 83
% de rendimento. Na analise por CG-EM foi possivel observar a presenca do ion
molecular de m/z 316 / 318, e fragmentos com mesma intensidade, caracteristico de

atomos de bromo na estrutura (Pagina 69). No espectro de RMN de 'H (P&gina 70)
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destaca-se 0 aparecimento de um tripleto com constante de 6,8 Hz, referente aos
hidrogénios do carbono ligado ao brometo. O sinal do carbono ligado ao brometo no
espectro de RMN de *C (Pagina 70) apareceu em 34,1 ppm. No espectro na regido do
infravermelho (Pagina 69) é possivel verificar o desaparecimento da banda caracteristica
de alcodis.

A eliminacdo do brometo 8 para formacdo da ligacdo dupla foi possivel com
auxilio de uma base forte e impedida, o terc-butoxido de potassio. Houve a formacédo do
(2)-1,8-heptadecadieno (9) em 76 % de rendimento. O composto foi caracterizado pelo
seu espectro de massas (Pagina 71) com ion molecular de m/z 264. O espectro de RMN
de 'H (Pagina 72) apresentou um multipleto entre 4,87 — 5,06 ppm referente aos dois
hidrogénios metilénicos da ligacao dupla terminal e um sinal multipleto entre 5,71 — 5,92
ppm relativo ao outro hidrogénio da ligagdo dupla terminal, onde novamente nao foi
possivel medir as constantes de acoplamento. No espectro de RMN de **C (Pagina 72)
foi possivel observar a presenca do carbono metilénico sp® em 114,2 ppm e um sinal do
carbono metinico sp em 139,2 ppm. Ao analisar o espectro na regidao do infravermelho
(Pagina 71) foi possivel verificar o aparecimento da banda em 3079 cm™, relativo a
ligacdo dupla terminal.

O rendimento global do plano sintético foi de 31 % e por meio da coinje¢do do
componente macho-especifico de O. discicolle com o composto 9, foi verificada a
coeluicdo em trés diferentes colunas cromatograficas (RTX-5, RTX-WAX e EC-1),

conforme mostra a Figura 19.

Coinjegédo
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Figura 19. Cromatograma resultante da coinje¢do em coluna EC-1 do composto

produzido pelos machos O. discicolle e do (2)-1,8-heptadecadieno.

Ao analisar 0 espectro de massas da estrutura proposta, verificou-se que o
mesmo foi idéntico ao composto natural (Figura 20), assim como o espectro na regido do
infravermelho (Figura 21), confirmando a estrutura quimica do componente feromonal
majoritario de O. discicolle como sendo o (Z)-1,8-heptadecadieno. Além disso, foi
possivel confirmar através da coinjecdo do mesmo extrato natural com o padréo sintético

comercial, que o componente feromonal minoritario de O. discicolle é o 1-heptadeceno.
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Figura 20. Espectros de massas do (2)-1,8-heptadecadieno (A) e do composto macho
especifico de O. discicolle (B).
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Figura 21. Espectros na regido do infravermelho do (Z)-1,8-heptadecadieno (A) e do

composto macho especifico de O. discicolle (B).

Bioensaios em olfatbmetro em Y foram realizados para verificar a atividade
biol6gica dos compostos sexo-especificos sintéticos frente a fémeas (Figura 22). No
primeiro bioensaio, testou-se apenas o composto macho-especifico majoritério ((2)-1,8-
heptadecadieno) + extrato da carcaca versus extrato da carcaca (controle) (T6) e
verificou-se que ndo houve preferéncia de escolha (p = 0,716). Ao testar apenas o
composto macho-especifico minoritario (1-heptadeceno) + extrato da carcaca versus
extrato da carcaca (controle) (T7) observou-se novamente que as fémeas ndo foram

atraidas significativamente para nenhum dos bracos do olfatdmetro (p = 0,716).
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W Tratamento O Controle
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Resposta (%)

T6= (2)-1,8-heptadecadieno + extrato da carcacga x extrato da carcacga (controle); T7= 1-heptadeceno +
extrato da carcacga x extrato da carcacga (controle); T8= (2)-1,8-heptadecadieno + 1-heptadeceno + extrato da

carcaca x extrato da carcaca (controle).

Figura 22. Respostas de fémeas de O. discicolle aos compostos feromonais sintéticos e
aos volateis da carcaca de um rato (fase inchada). Os dados foram analisados com o
teste Qui-quadrado (* p<0,05, ns — p>0,05).

No terceiro bioensaio, utilizou-se uma mistura dos dois compostos sintéticos (na
mesma proporcao que a encontrada nos extratos dos volateis de machos) + extrato da
carcaca versus extrato de carcaca (controle) (T8) e os resultados mostraram que as
fémeas foram significativamente atraidas para a mistura de compostos (p = 0,040). Esse
conjunto de dados confirmou que ambos 0os compostos macho-especificos atuam como

feromonio sexual.
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5.2 Oxelytrum erythrurum
5.2.1 Identificac&o estrutural

A andlise dos volateis de machos e fémeas de O. erythrurum obtidos na aeracéo,
mostraram também a presenca de dois compostos macho-especificos. O composto
majoritario (A) apresentou indice de Kovats de 1888, 1988 e 1896, enquanto que o
componente minoritario (B) apresentou o valor de 1897, 1938 e 1932 em coluna RTX-5,
RTX-WAX e EC-1, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23. Comparacdo dos cromatogramas de machos e fémeas de O. erythrurum,

evidenciando os compostos macho-especificos majoritario e minoritario.

O. erythrurum é a segunda espécie mais coletada de Silphidae na América Latina,
ocorrendo juntamente com O. discicolle. Assim, como ambas as espécies apresentam
morfologias intimamente relacionadas, o mesmo tempo de chegada em carcacas e a
mesma distribuicdo geogréfica,'® acredita-se que estes dois compostos encontrados em
O. erythrurum tratam-se também de feromonio sexual.

A emissao dos compostos sexo-especificos iniciou-se quando os adultos
possuiam 15 dias de idade. Ambos o0s componentes tiveram suas quantidades
aumentadas com o passar dos dias, chegando a um maximo de 349 + 61 ng/inseto para

0 composto majoritario (A) e 32 £ 8 ng/inseto para o minoritario (B) (Figura 24).
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Figura 24. Emissdo dos componentes macho-especificos majoritario (A) e minoritario (B)
por machos de O. erythrurum.

A liberacdo dos volateis ocorreu durante a fotofase e escotofase (Figura 25), ndo
havendo diferenca significativa entre os periodos (p>0,05).
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Figura 25. Emissédo dos compostos sexo-especificos majoritario (A) e minoritario (B) por
machos de O. erythrurum na fotofase e escotofase (n=6). Colunas seguidas de letras
iguais nao diferem significativamente (teste t, p>0,05).

Para a elucidagdo estrutural dos compostos sexo-especificos foram realizadas
andlises em CG-EM e CG-IV. No espectro na regidao do infravermelho do composto
majoritario (A) (Figura 26A) é possivel verificar a presenca de bandas caracteristicas de
hidrocarbonetos entre 2800 e 3000 cm™. Assim como para a espécie O. discicolle, é
possivel verificar estiramentos caracteristicos de ligacdo dupla terminal (3089, 1640, 995,
911 cm™) e ligacdo dupla com configuragéo Z (3002, 1640, 995 cm™).

Para o componente minoritario (B) o espectro na regidao do infravermelho (Figura
26B), mostra bandas em 3084, 1645, 992 e 916 cm?, indicando a presenca de uma
ligacdo dupla terminal.
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Figura 26. Espectro na regido do infravermelho dos compostos macho-especificos
majoritario (A) e minoritério (B) de O. erythrurum.

No espectro de massas do composto A (Figura 27A) verificou-se o ion molecular
de m/z 264 (M%), enquanto que no componente B (Figura 27B) observou-se o ion
molecular de m/z 266 (M*). Juntamente com as informacGes obtidas pelo espectro na

regido do infravermelho, foi proposto uma formula molecular de CigHss para A e CigHag

para B.
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Figura 27. Espectro de massas do composto macho-especifico majoritario (A) e

minoritario (B) de O. erythrurum.

Para a comprovacdo da presenca das ligacbes duplas, foi realizada uma

microrreacdo de hidrogenacao catalitica com Pd/C. Verificou-se no espectro na regido do
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infravermelho referente ao produto hidrogenado (Figura 28A) o desaparecimento dos
estiramentos caracteristicos de ligacdes duplas. No espectro de massas (Figura 28B),
observou-se o aumento de quatro unidades de massa em relacdo ao componente A
(insercdo de quatro hidrogénios) e duas unidades em relacdo ao B (insercdo de dois
hidrogénios).
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Figura 28. Espectros na regido do infravermelho (A) e massas (B) referente ao produto
hidrogenado dos compostos macho-especificos de O. erythrurum.

Para confirmar a linearidade do composto, foi realizado a coinjecdo do produto
hidrogenado com o padrado sintético nonadecano em duas diferentes colunas (RTX-5 e
EC-WAX), sendo observado coeluigéo.

O extrato natural foi, entdo, submetido a uma microrreacdo de reducéo parcial
com hidrazina, onde é possivel verificar uma grande quantidade da insaturagdo nao
terminal no tempo de 20 e 40 minutos. Os dados obtidos na reducdo parcial estdo
ilustrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Proporc¢éo relativa dos produtos obtidos da reducado parcial com hidrazina dos

compostos feromonais de O. erythrurum.

Produtos obtidos

. Duas Insaturacdo Insaturacéo
Tempo Reagao . . _ _ Saturado
Insaturacdes N&ao Terminal Terminal
5 minutos 61,2% 28,2% 5,2% 5,4%
20 minutos 12,2% 65,9% 3,5% 18,4%
40 minutos 4,3% 60,4% 4.7% 30,6%

Com o produto obtido na reducéo parcial, foi realizada a reacdo de metiolacdo. Os
fragmentos de m/z 173 e m/z 187 sugerem a possibilidade da ligagdo dupla estar

localizada nos carbonos 9 ou 10 (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de massas dos produtos da reacdo de metiolagdo, evidenciando a

posicéo da ligagbes duplas nos carbonos 8 ou 9.

A formacdo de adutos com o extrato natural (composto diinsaturado) nao foi
possivel, mesmo com alteragfes na quantidade dos reagentes, tempo e temperatura de
reacdo. Portanto as propostas estruturais para 0 composto macho-especifico majoritario
de O. erythrurum séo (Z2)-1,10-nonadecadieno (18) ou (Z)-1,9-nonadecadieno (27) (Figura
30).
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Figura 30. Estruturas propostas para o composto macho-especifico majoritario liberado

por O. erythrurum.
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5.2.2 Sintese do composto macho-especifico majoritario

Para a comprovacgéo estrutural iniciou-se os estudos para a obtencdo de ambos
0s compostos paralelamente. O plano de sintese do (2)-1,10-nonadecadieno (18) foi o
mesmo utilizado para o (Z)-1,8-heptadecadieno (9), somente com a substituicdo do 1,7-

heptanodiol (1) pelo 1,9-nonanodiol (10) (Esquema 5).

ab /\/\/\/\/\
— =
ho T NN TN Br OTHP

10 12

18
Esquema 5. Rota sintética para obtencdo do (Z)-1,10-nonadecadieno. (a) HBr 48 %,
tolueno, 83 %, (b) DHP, pTSA, metanol, 89 %, (c) n-BuLi, 3, HMPA, THF, 90 %, (d) pTSA,
metanol, 92 %, (e) H,, Pd/CaCO3, metanol, 83 %, (f) CBr4, PhsP, DCM, 87 %, (g) t-BuOK,
benzeno, 79 %.

A sintese da segunda substancia proposta seguiu 0 mesmo plano sintético do

utilizado para o (Z)-1,10-nonadecadieno (18), com a substituicdo dos reagentes de

partida por 1,8-octanodiol (19) e 1-undecino (22) (Esquema 6).

46



HO
19 21

27
Esquema 6. Rota sintética para obtencdo do (Z)-1,9-nonadecadieno. (a) HBr 48 %,
tolueno, 83 %, (b) DHP, pTSA, metanol, 89 %, (c) n-BuLi, 3, HMPA, THF, 89 %, (d) pTSA,
metanol, 91 %, (e) H,, Pd/CaCOs, metanol, 65 %, (f) CBr4, PhsP, DCM, 75 %, (g) t-BuOK,
benzeno, 79 %.

Com ambos os compostos sintéticos obtidos, foi possivel verificar que possuem o
mesmo tempo de retengdo. Ao realizar a coinje¢cdo com o extrato natural em trés
diferentes colunas (RTX-5, RTX-WAX e EC-1), foi verificado a coelui¢cdo tanto para o (2)-
1,10-nonadecadieno (18) quanto para o (Z)-1,9-nonadecadieno (19) (Figura 31).

I (2)-1,10-nonadecadieno (18)

AN (2)-1,9-nonadecadieno (27)

I Extrato Natural
135 o ‘14,(1I o ‘14‘,5I o ‘15|DI ‘ ‘15|5 o I16,(] o I16,5‘ o ﬂl',l)‘ o I17,5I I I18‘D

Figura 31. Cromatograma do composto majoritario produzido pelos machos O.
erythrurum e dos produtos sintéticos (Z)-1,9-nonadecadieno (27) e (2)-1,10-

nonadecadieno (18).

Na comparagdo dos espectros de massas € possivel verificar que o composto

sintético (Z)-1,10-nonadecadieno (18) possui 0 mesmo espectro de massas quando
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comparado com o constituinte majoritario do extrato natural. Enquanto que o (2)-1,9-
nonadecadieno (27) mostrou algumas diferencas quanto a intensidade de alguns
fragmentos (m/z 81/82, m/z 109/110, m/z 235/236), conforme mostra a Figura 32.
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Figura 32. Espectros de massas do (Z)-1,9-nonadecadieno (A), (2)-1,10-nonadecadieno
(B) e do composto macho especifico de O. erythrurum (C).

Com esses dados foi possivel confirmar que o (Z)-1,9-heptadecadieno (27) ndo é
0 composto natural e a estrutura quimica do componente majoritario de O. erythrurum foi
caracterizada como sendo o (Z)-1,10-nonadecadieno (18). Além disso, foi possivel
confirmar com a coinjecdo do padréo sintético comercial, que o componente feromonal
minoritario de O. erythrurum é o 1-nonadeceno.

De fato, a provavel estrutura para o componente majoritario de O. erythrurum
seria 0 (Z2)-1,10-nonadecadieno, se levarmos em consideracdo que este composto seja
produzido pela mesma rota biossintética que para O. discicolle (Esquema 7). Supde-se
que ambos os compostos sdo sintetizados pela rota do acetato, partindo-se de um
propionato seguido pela adicdo consecutiva de acetilCoA até o esqueleto de 19 &tomos
de carbono (28). A insercdo de uma instauracdo no C10 com auxilio da enzima A -
insaturase, produz o intermediario 29. Uma reacdo de reducdo seguida por eliminacéo

levaria 0 composto (Z)-1,10-nonadecadieno (18). Esse mesmo intermediario 29 pode
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sofrer uma reacdo de B-oxidacdo (perda de dois &tomos de carbono), seguida por

reducao e eliminacéo, levando ao (2)-1,8-heptadecadieno (9).

/\/\/\/\/\/\/\/\/\COOH
(2%

l A0 - insaturase

\/\/\/\/_\/\/\/\/\COOH
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(18) (€2))
(2)-1,10-nonadecadieno

Reducéo / Eliminacéo
O. erythrurum

(5) — (3)
)
(2)-1,8-heptadecadieno

O. discicolle

Esquema 7. Proposta de rota biossintética para obtengéo do (Z)-1,10-nonadecadieno e
(2)-1,8-heptadecadieno.

Conforme Perera et al.,’” hidrocarbonetos normais de cadeia longa (alcanos,
alcenos e dienos) sdo raros em sistemas bioldgicos e suas origens biossintéticas ndo sao
elucidadas. Em estudos com milho, os mesmos autores relatam diversas hip6teses para
a biossintese de alcenos e dienos, nos quais € previsivel partir de acidos graxos. Estas

substancias ocorrem em distintos grupos taxonémicos, por exemplo, em certas algas e

88-90 91-92

micrébios e em estruturas celulares (na cuticula das plantas e insetos).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A analise dos volateis de machos e fémeas de O. discicolle e O. erythrurum
mostrou a presenca de dois compostos macho-especificos para ambas as espécies. Os
componentes feromonais foram identificados por meio de coinjecdo com padrdo
comercial e 0os que nao apresentaram padrdo disponivel comercialmente foram
confirmados através da sintese, sendo estes compostos inéditos na literatura.

Além disso, observou-se que os machos de O. discicolle sdo responsaveis por
buscar a fonte alimentar e entdo liberar os componentes feromonais para atrair as
fémeas, que sdo atraidas apenas pela combinacdo da fonte alimentar (extrato da
carcaca) e os volateis de machos, caracterizando um sinergismo. Portanto, espera-se
que machos de O. discicolle cheguem mais cedo do que as fémeas em cadaveres.
Sendo assim, estudos futuros poder&o contabilizar a diferenca de tempo entre a chegada
de machos e fémeas na estimativa do IPM. Também, o conhecimento de que os machos
levam até 18 dias para comecar a liberagdo do feromdnio pode ser usado para diferenciar
entre machos da primeira onda (aqueles que chegam por primeiro no cadaver), que
colonizam o cadaver, daqueles que sdo descendentes da primeira onda, ou seja, que
permaneceram no corpo até que se tornaram adultos. Com isso, € possivel estimar a
idade dos primeiros adultos machos criados sobre o cadaver, com o lapso de tempo entre
a captura do besouro e inicio da liberacdo do feroménio. Assim, estes resultados
contribuem tanto para a compreensdo da ecologia quimica de O. discicolle e seu
potencial para tornar as estimativas de IPM mais precisas.

Como as espécies sao taxonomicamente semelhantes, o que até mesmo dificulta
a identificagdo por caracteres morfolégicos, o estudo do feroménio sexual serve de base
para a quimiotaxonomia, ou seja, a identificacdo destas duas espécies. Cabe ressaltar
que estudos ainda s&o necessarios para comprovar a atividade biolégica de O.

erythrurum, assim como, testes em campo para ambas as espécies.
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ESPECTROS SELECIONADOS PARA A SINTESE DO (2)-1,8-HEPTADECADIENO
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2-(7-bromoeptiloxi)-tetraidro-2H-pirano (3)
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2-(heptadec-8-iniloxi)-tetraidro-2H-pirano (5)
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8-heptadecin-1-ol (6)
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Espectro de RMN de 1H do composto 6
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1-bromo-(82)-heptadeceno (8)
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(2)-1,8-heptadecadieno (9)
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ESPECTROS SELECIONADOS PARA A SINTESE DO (2)-1,10-NONADECADIENO
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2-(9-bromononiloxi)-tetraidro-2H-pirano (12)
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2-(nonadec-10-iniloxi)-tetraidro-2H-pirano (14)
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10-nonadecin-1-ol (15)
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(2)-10-nonadecen-1-ol (16)
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1-bromo-(10Z)-nonadeceno (17)
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(2)-1,10-nonadecadieno (18)
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ESPECTROS SELECIONADOS PARA A SINTESE DO (Z)-1,9-NONADECADIENO
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8-bromooctan-1-ol (20)

Espectro de massas do composto 20
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Espectro de RMN de 'H do composto 20
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2-(8-bromooctiloxi)-tetraidro-2H-pirano 21
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2-(nonadec-9-iniloxi)-tetraidro-2H-pirano (23)

CB/\/\/\/\/\
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Espectro de RMN de **C e DEPT 135 do composto 23
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9-nonadecin-1-ol (24)

cs!/\/\/\/\/\
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Espectro de RMN de **C e DEPT 135 do composto 24
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(2)-9-nonadecen-1-ol (25)
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Espectro de RMN de 'H do composto 25
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1-bromo-(9Z)-nonadeceno (26)

/\_/\/\/\/\/Br
C,

8

26

Espectro de massas do composto 26

%

100.0 5 g9 83 97
75.0]
4
50.0]
25.0] 125
137148
164

00] o 8 1912050219033 264 283 316 3

50 100 150 200 250 300 350

Espectro naregido do infravermelho do composto 26

100 —'V/JW%\//\\
80 -
<
~ 60
)
C
:(_‘U
€ 40-
(72]
C
©
l_
20
0 -
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm?)

99



Espectro de RMN de 'H do composto 26
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(2)-1,9-nonadecadieno (27)
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Espectro de RMN de 'H do composto 27
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