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RESUMO

Neste trabalho ¢ descrito o estudo de aspectos relacionados a ecologia quimica de duas
espécies de percevejos, abordando a identificagdo da estrutura e estereoquimica dos compostos
macho-especificos, assim como o estudo da bioatividade em laboratorio de tais compostos por
meio de testes de bioensaio. Assim, a tese apresentada esta organizada em dois capitulos. No
primeiro sdo mostrados os resultados gerados a partir do estudo da espécie Orsilochides
leucoptera, cujos machos produzem os terpenoides (R)-canfora e (R)-borneol. Tais compostos
mostraram alta atratividade para as fémeas da espécie, indicando tratar-se de um feromonio
sexual. Nas glandulas metatoracicas (MTG) de machos e fémeas foram identificados 7
compostos ja descritos para outras espécies de percevejos, além de (R)-a-terpineol detectado
apenas na MTG de machos, sugerindo que este composto pode ter relagdo a biossintese da
canfora e borneol. O segundo capitulo trata dos estudos realizados com Mormidea v-luteum.
Nesta espécie foram identificados 6 compostos macho-especificos, os quais tiveram suas
estruturas propostas a partir dos seus espectros de massas ¢ infravermelho. As estruturas
sugeridas para tais compostos foram zingiberenol (2 isdmeros), murgantiol (3 isdmeros) e
sesquipiperitol (1 isomero), sendo todas confirmadas por meio da compara¢do do perfil
cromatografico dos volateis naturais e dos produtos da sintese dos respectivos racematos. A
determinagdo da estereoquimica dos isdmeros do zingiberenol e murgantiol foi realizada por
meio de diferentes estratégias, sendo identificadas como (1S,4R,1°S)-zingiberenol,
(1R,4R,1°S)-zingiberenol,  (I/R,4R,1’S,4’R)-murgantiol, (/R4R,1’S,4’S)-murgantiol e
(1S,4R,1°S,4°S)-murgantiol. O sesquipiperitol detectado provavelmente ¢ um intermedidrio
biossintético para os outros compostos macho-especificos. Testes de bioensaio com os
isomeros de zingiberenol e murgantiol mostraram que estes agem possivelmente como
feromonio sexual-agregacdo, sendo o primeiro relato de todos estes compostos juntos em
machos de uma mesma espécie.

Palavras-chave: semioquimicos; percevejos; feromonio; canfora; zingiberenol; murgantiol.



ABSTRACT

This project describes the study of aspects related to the chemical ecology of two species
of bed bugs, approaching the identification of the structure and stereochemistry of male-
specific compounds, as well as the study of the bioactivity in the laboratory of such compounds
through bioassay tests. Thus, the thesis presented is organized in two chapters. The first chapter
shows the results generated from the study of the species Orsilochides leucoptera, whose males
produce the terpenoids (R)-camphor and (R)-borneol. These compounds showed high
attractiveness for females of the species, indicating that it is a sex pheromone. In the
metathoracic glands (MTG) of males and females, 7 compounds already described for other
species of bugs were identified, in addition to (R)-o-terpineol detected only in the MTG of
males, suggesting that this compound may be related to camphor and borneol biosynthesis. The
second chapter deals with studies carried out with Mormidea v-luteum. In this species, 6 male-
specific compounds were identified, which had their structures proposed from their mass and
infrared spectra. The suggested structures for such compounds were zingiberenol (2 isomers),
murgantiol (3 isomers) and sesquipiperitol (1 isomer), all of which were confirmed by
comparing the chromatographic profile of the natural volatiles and the synthesis products of
the respective racemates. The determination of the isomers stereochemistry of zingiberenol and
mugantiol was performed using different strategies, being identified as (1S5,4R,1'S)-
zingiberenol,  (1R,4R,1'S)-zingiberenol,  (1R,4R,1'S,4'R)-murgantiol,  (1R,4R,1'S,4'S)-
murgantiol and (15,4R,1'S,4'S)-murgantiol. Sesquipiperitol detected is probably a biosynthetic
intermediate for the other male-specific compounds. Bioassay tests with the isomers of
zingiberenol and mungantiol showed that they possibly act as a sex-aggregation pheromone,
being the first report of all these compounds together in males of the same species.

Key words: semiochemicals; bedbugs; pheromone; camphor; zingiberenol; murgantiol.
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APRESENTACAO

A presente tese esta dividida em dois capitulos:

CAPITULO I - Identificagdo dos Feromonios Sexuais e de Alarme do Percevejo Orsilochides
leucoptera (HEMIPTERA: SCUTELLERIDAE).

CAPITULO II - Identificagio dos Feroménios Sexuais do Percevejo Mormidea v-luteum

(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)



1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Ecologia quimica e semioquimicos

Ecologia quimica ¢ a ciéncia que estuda as interagdes que ocorrem entre 0s organismos
e entre os organismos e seu ambiente por meio de compostos quimicos (TRIGO, J. R., et al.
2000). Estas substancias que transmitem sinais quimicos de um organismo para o outro sao
chamados de semioquimicos, os quais podem desencadear diferentes reagcdes comportamentais
ou fisioldgicas no receptor. Os semioquimicos geralmente sdo produzidos pelo proprio
organismo a partir de rotas biossintéticas, ou incorporadas por meio da alimentacdo
(CHAPMAN, R. F. 1998). Estes compostos podem ter agdo intraespecifica, sendo assim
classificados como feromonios, ou agao interespecifica, sendo chamados de aleloquimicos. Os
semioquimicos ainda podem ser classificados em relagdo a espécie beneficiada: os alomdnios
favorecem o organismo emissor enquanto os cairomonios favorecem o organismo receptor
(FERREIRA, J. T. B.; ZARBIN, P. H. G. 1998).

Os insetos sdo os seres vivos que mais fazem o uso de sinais quimicos a fim de
desempenhar suas fungdes vitais, tais como: corte, acasalamento, localizagdo de presas, defesa
e agressividade, selecdo de plantas hospedeiras e escolha de locais para oviposicao (VILELA,
E. F.; DELLA LUCIA, T. M. C. 1987).

O primeiro feromoénio identificado foi o bombicol, o qual é produzido pelas fémeas da
espécie Bombyx mori, uma mariposa conhecida como bicho da seda, e teve sua estrutura
determinada por Butenandt e seus colaboradores no ano de 1959 (BUTENANDT, A. et. al.
1959). A substancia foi isolada e identificada como (10£-12Z7)-hexadeca-10,12-dienol (Figura

4), apresentando acao de atragao sexual.
\/\:/\/\/\/\/\/\OH
Figura 1: Estrutura do bombicol, feromodnio produzido pelas fémeas do bicho da seda.
Desde entao, o estudo de feromonios teve um grande aumento. Foram identificados cerca
de 20 feromonios na década de 1960 e, durante a década de 1970, este nimero passou para
mais de 200. No final da década de 1980, ja eram conhecidas mais de 1000 estruturas

identificados em diferentes espécies de insetos (MOREIRA, M. A. B. et. al. 2005). Varios
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comportamentos de insetos possuem feromonios como reguladores, entretanto, os de atracao
sexual sdo os que apresentam maior potencial de utilizacio em um programa de controle de
pragas (FERREIRA, J. T. et al. 2001).

Dentre os semioquimicos identificados durante a década de 1960, foi relatado o primeiro
feromonio opticamente ativo, o (1R,5S,7R)-7-etil-5-metil-6,8-dioxabiciclo[3.2.1]octano,
comumente conhecido como exo-brevicomina (Figura 2), detectado em besouros da espécie

Dendroctonus brevicomis como feromoénio de agregagdo (SILVERSTEIN, R. M. 1968).

O
O

Figura 2: Estrutura da (1R,5S,7R)-7-etil-5-metil-6,8-dioxabiciclo[3.2.1]octano (exo-

bravicomina).

Devido a pequena quantidade produzida de feromonios pelos insetos (na ordem de pg
até ng por individuo), dificuldades sdo encontradas no estudo da determinacao da sua estrutura
e estereoquimica, impossibilitando o uso de metodologias convencionais para a identificagao
destes compostos. Assim, uma das formas de contornar esse problema ¢ realizar a sintese
enantiosseletiva do feromonio alvo a partir de compostos de configuragdo conhecida ou
indugdo de quiralidade (MORI, K., 1989).

A determinagdo da configuragdo absoluta de um feromdnio ¢ de grande importancia e
deve ser investigada para esclarecer as relagdes entre estereoquimica e bioatividade (MORI,
K.; 1996). Os organismos utilizam a quiralidade para enriquecer e diversificar seu sistema de
comunicacdo e, desta forma, podem produzir compostos nos quais apenas um ou alguns de
seus estereoisdmeros sdo biologicamente ativos.

Dentre os compostos quirais, existem muitos casos no qual somente um dos enantiomeros
¢ bioativo, enquanto o outro pode ser inativo ou ainda pode inibir a acdo do feromdnio. Desta
forma, a natureza da estrutura dos feromonios ¢ um fator determinante na percep¢ao dos
insetos. Isomeros Opticos ou geométricos podem causar uma grande mudanca nos seus

comportamentos (MORI, K. 1989).

21



1.2 Ecologia quimica de percevejos

Dentre as familias de percevejos, a Pentatomidae representa a quarta mais numerosa ¢
diversa entre os hemipteros, distribuidos mundialmente, sendo constituida por
aproximadamente 939 géneros e 4938 espécies (GRAZIA, J. 1999, CARVAJAL, et al., 2019).
Tais insetos sdo conhecidos pela producdo de odores desagraddveis que tem por finalidade a
defesa contra predagdao e feromonio de alarme (ALDRICH, J. R. 1988). Embora a familia
Pentatomidae seja constituida por um grande numero de espécies, até 2018 eram conhecidos
os feromonios de apenas 43 delas (WEBER, et al., 2018). Em relacdo a familia Scutelleridae,
sdo conhecidas cerca de 450 espécies (Javahery, M. C. W. et al., 2000), porém pouco se sabe
sobre a comunicagdo quimica desses insetos.

Os pentatomideos sdo insetos de vida exclusivamente terrestres, os quais apresentam
habitos fitofagos em sua maioria, alimentando-se de diferentes partes da planta, como
sementes, frutos em desenvolvimento ou até flores. Entretanto, a grande maioria se nutre pela
extragdo da seiva das plantas, diretamente de seu sistema vascular, particularmente do floema
(GRAZIA, J. 1999).

Na literatura ¢ descrito que os individuos machos da classe Hemiptera, em grande
maioria, sdo os responsaveis pela producado e liberagdo do feromonio sexual, o qual apresenta
a func¢do de atrair as fémeas para sua proximidade (ZGONIK, V., COKL, A.,2014). Também
sao responsaveis pela producao dos feromodnios de agregacao para ambos os sexos € ninfas. A
excecdo foi verificada na espécie Piezodorus hybneri, o qual produz aparentemente um
feromonio bifuncional, agindo como feromodnio sexual ou de agregagao, dependendo da época
do ano (LEAL, W. S. et al., 1998).

Dentre os feromonios sexuais produzidos por diferentes espécies de percevejos, observa-
se uma grande variedade de estruturas, ndo sendo possivel definir um padrio estrutural para
estes compostos, como observado para outras familias ou subfamilias, citando como exemplo
os lepidopteros. Estes insetos produzem em sua grande maioria alcoois e seus derivados, assim
como hidrocarbonetos de cadeia longa e seus epoxidos derivados. Ja para os percevejos,
diferentes grupos funcionais sdo observados em seus feromonios, tais como terpenos, cetonas,

epoxidos, aldeidos, hidrocarbonetos, alcoois, dentre outros, como ¢ mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Estruturas identificadas como feromodnios em diferentes espécies de percevejos.

Estrutura Espécie

Edessa meditabunda

)WM/ Pallantia macunaima
\//i\/QO Biprotulus bibax

Pellaea stictica
OH
W Piezodorus guildinii
7 .
i H
\—\_\_/_O>—o/ Euchistus heros

Em relacao aos compostos defensivos ja identificados nas principais espécies pragas da

r

familia Pentatomidae, ¢ observada uma repeticdo das estruturas, as quais pertencem
majoritariamente aos seguintes grupos funcionais: hidrocarbonetos, aldeidos, oxo-aldeidos e
ésteres. O que difere entre as espécies sao as propor¢des entre os compostos detectados (Millar,
J. G., 2005). Na Tabela 2 sdo apresentadas as estruturas dos compostos de defesa mais

recorrentes.

Tabela 2: Compostos comumente encontrados como compostos defensivos em Pentatomidae.

Estrutura Composto

o~ ~0 Hexanal
0 (2E)-hexenal
P e (2E,4Z)-decadienal
SN Tridecano
R N Tridec-1-eno
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Tabela 2: Compostos comumente encontrados como compostos defensivos em Pentatomidae

(continuagao).
Tetradecano
o .
/\/\/\Ok Acetato de (2E)-hexenila

\)J\/\&O (4E)-oxo-2-hexenal
HO . . .
\)4/\)\ 3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-ol
0] .
/U\/\)\ 6-metil-5-hepten-2-ona

1.3 Sesquiterpenos e sesquiterpenoides identificados como feromonios em percevejos

Dentre os feromoénios j& identificados em percevejos, o0s sesquiterpenos e
sesquiterpenoides constituem um importante grupo, visto que foram detectados em espécies
que causam grandes danos a diferentes cultivos. Estes compostos ja foram relatados na
literatura desencadeando comportamento sexual e de agregacdo nos individuos receptores.
Desta forma, estes semioquimicos podem ser aplicados para diferentes propostas, tais como:
monitoramento populacional, coleta em massa, confusdo sexual, em armadilhas e para
manipulagdo do comportamento de inimigos naturais (COKL, A.; BORGES, M.; 2017). Na
Tabela 3 estdo contidos os sesquiterpenos e sesquiterpenoides identificados como feromonio

em Hemiptera.
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Tabela 3: Sesquierpenos e sesquiterpenoides produzidos por diferentes espécies de Hemiptera
como feromonio sexual e feromdnio de agregacdo (COKL, A.; BORGES, M.; 2017).

Estrutura Espécie(s)

Piezodorus guildinii

Piezodorus hybneri

Thyanta custator acerra

Chinavia sp.

Nezara viridula

Halyomorpha halys

Murgantia histrionica

Oebalus poecilus

Tibraca limbativentris,
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CAPITULO 1

Identificacdo dos Feromonios Sexuais e de Alarme do Percevejo Orsilochides leucoptera

(HEMIPTERA: SCUTELLERIDAE).
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2.1 INTRODUCAO

Os percevejos sao vastamente conhecidos pela sua capacidade de liberagdo de altas
quantidades de compostos defensivos que sdo irritantes e com odores desagradaveis quando se
sentem ameagados. Estes compostos odorificos sdo produzidos em glandulas epidermais
formadas por invaginagdes conhecidas como glandula metatoracica (do inglés, metathoracic
gland, MTG) (Aldrich, J. R. 1988). A MTG ¢ uma glandula ex6crina com fungdo de sinais
defensivos, sexuais, de alarme e de agregagdo (Aldrich, J. R. 1988; Millar, J. G. et al. 2002).

Os compostos defensivos produzidos por percevejos sdo bastante similares na maioria
das espécies e, ja foram identificados hidrocarbonetos saturados e insaturados, aldeidos e
¢ésteres (Aldrich, J. R. 1988), como ocorre em Pallantia macunaima Grazia (Favaro, C. F. et
al.,2011) e Agroecus griseus Dallas (Favaro, C. F. et al., 2012).

Ao contrario dos compostos defensivos, feromdnios de atragdo sexual sdo muito mais
complexos que os alomoénios e eles exibem uma vasta variedade de estruturas quimicas
(Favaro, C. F. et al., 2012). Os feromodnios sexuais de percevejos sao geralmente produzidos
em um grupo de glandulas unicelulares, o que dificulta o isolamento de compostos por
dissecacao e extracao (Millar, J. G., 2005; Favaro, C. F. et al., 2012). Como alternativa, a
aeragdo de insetos vivos ¢ um método mais adequado para a coleta feromonios sexuais de
percevejos (Zarbin, P. H. G. et al., 1999).

Os percevejos da familia Scutelleridae sdo considerados uma familia de percevejos
verdadeiros, cujos insetos sdo coloridos, distribuidos mundialmente com mais de 450 espécies
jé descritas (Javahery, M. C. W. et al., 2000). Orsilochides leucoptera é uma espécie distribuida
no Brasil, Peru, Bolivia, Paraguai e Argentina. Esta espécie tem sido encontrada em diferentes
plantas hospedeiras, tais como Croton sp. (Euphorbiaceae), Gossypium hirsutum (Malvaceae)
- algodoeiro, Sorghum bicolor (Poaceae) — sorgo, milho-zaburro (Eger, J. E. et al., 2015),
Oryza sativa L. - arroz (Acosta, L. G. et al., 2017) e, neste trabalho, a espécie foi coletada em
Sida sp. (Malvaceae). O. leucoptera ndo foi registrada como praga em nenhuma cultura porque
nao foi encontrada alta densidade populacional para esta espécie. Contudo, outras espécies de
Scutelleridae sdo consideradas pragas agricolas, como por exemplo Eurygaster integriceps,
que é uma praga de trigo e cevada em paises da Asia Ocidental e Central (Hassani, H. et al.,
2010) e Graphosoma lineatum, a qual ¢ uma das pragas mais importantes de plantas
umbeliferas, tais como salsa, coentro e cenoura (Abad, R. F. P. et al., 2012). Desta forma,

destaca-se a importancia do estudo da ecologia quimica de O. leucoptera a fim de se obter
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informacodes acerca dos compostos utilizados em sua comunicagdo e dar os primeiros passos

na identificagdao de feromonios sexuais da familia Scutelleridae.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivos Gerais

Identificar os compostos produzidos na Glandula Metatordcica em adultos de

Orsilochides leucoptera, bem como os feromdnios sexuais produzidos por esta espécie.

2.2.2 Objetivos especificos

- Identificar as estruturas sexo-especificas candidatas a comunicagdo da espécie Orsilochides
leucoptera por meio de técnicas cromatograficas, espectrométricas e espectroscopicas;

- Identificar os compostos produzidos nas glandulas metatoracicas de machos e fémeas da
espécie;

- Determinar a esteroquimica dos compostos identificados;

- Avaliar a bioatividade dos compostos macho-especificos identificados em testes de bioensaio

em laboratorio.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Coleta e criacdo dos insetos

As ninfas e adultos de O. leucoptera foram coletados em plantas Sida sp. (Malvaceae)
no Campus Centro Politécnico da Universidade Federal do Parand (UFPR), em Curitiba-PR,
Brasil (S25.45, 049.23). Os insetos coletados foram mantidos no Laboratério de
Semioquimicos da UFPR, onde foram separados por sexo e mantidos em temperatura de
25 £2 °C, umidade relativa de 65 = 15% e foto periodo de 12 h claro e 12 h escuro. Os insetos
foram criados em gaiolas plasticas (35 x 20 x 20 cm) e alimentados com plantas Sida sp., as

quais foram trocadas a cada 72 h.

2.3.2 Coleta de volateis dos insetos

A coleta dos volateis liberados por O. leucoptera foi realizada em grupos de cinco
machos e cinco fémeas colocados em camaras individuais de vidro (35 cm de comprimento x
4,5 cm de diametro) contendo um ramo da planta Sida sp. como alimento. Ar umidificado e
filtrado em carvio ativo (fluxo de 1 L min™!) foi passado em cada cAmara e os volateis foram
retidos em tubos de vidro contando 20 mg do polimero HayeSep Q 80—-100 mesh (Althech,
Lokeren, Bélgica). Os volateis foram eluidos com 400 pL. de hexano bidestilado. As amostras
foram coletadas a cada 48 h e armazenadas a -17 °C até a anélise. As amostras de machos e
fémeas foram analisadas e comparadas por meio de CG-EM. Os adultos foram mantidos em

laboratdrio por pelo menos trés dias antes da coleta de volateis.

2.3.3 Extragdo dos Compostos da Glandula Metatoracica (MTG)

As MTG de machos e fémeas foram extraidas de individuos de O. leucoptera congelados
(12 individuos de cada sexo0) (30 min a -17 °C), sob microscdpio estereoscopico (Favaro et al.
2012). Incisoes laterais foram feitas em ambos os lados do abdomen e a MTG foi removida e
imersa imediatamente em 100 pL de hexano durante 45 min (1 glandula para cada 100 uL de

solvente). Os extratos foram armazenados a -17 °C até a analise.
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2.3.4 Analises Quimicas

Andlises de CG-EM foram realizadas em espectrometro Shimadzu QP2010 Plus,
operando em modo de impacto eletronico (70 eV) acoplado em um cromatografo a gas GC2010
com coluna capilar RTX-5 (30 m x 0,25 mm D.I. e 0,25 um de espessura de filme; Restek
Chromatography Products, Bellefonte, PA, EUA) a 1 mL min™' (He). Os extratos e amostras
foram analisados no modo splitless com temperatura do injetor de 250 °C. A temperatura inicial
da coluna foi de 50 °C, mantida durante 1 min e aumentada a uma taxa de 7 °C min™! até 250 °C.

Esta temperatura foi mantida por 10 min.

2.3.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia na Regidao do Infravermelho (CG-
FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho foram adquiridos por um sistema de detecgdo
de Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (DiscovIR-GC,
4000-850 cm™!, resolucdo de 4 cm™'; Spectra Analysis, Marlborough, MA, EUA) acoplada a
cromatografia gasosa em um GC-2010 Shimadzu. O modo de injeg¢do, coluna capilar e

programa de temperatura foram os mesmos descritos para as analises de CG-EM.

2.3.6 Determinacdo dos Indices de Retencio

Os compostos naturais foram coinjetados com uma série de n-alcanos com numero de
carbonos pares (mistura do C-8 a C-16). A temperatura inicial foi de 50 °C e aumentada até
230 °C a uma taxa de 3 °C min™!. As analises foram realizadas em uma coluna capilar RTX-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Restek Chromatography Products). Os indices de retencdo foram
determinados baseados no método de Van den Dool e Kratz (Vandendool, H.; Kratz, P. D.,
1963).

2.3.7 Cromatografia Gasosa em Fase estdacionaria Enantiosseletiva

As analises de CG com coluna capilar em fase estacionaria quiral foram realizadas em
um CG-2030 Shimadzu Nexis, equipado com uma coluna capilar Ciclosil-f (30% heptakis
(2,3-di-O-metil-6-O-t-butildimetilsilil)-beta-ciclodextrina, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e um sistema de detec¢ao FID. A temperatura inicial do
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forno foi de 50 °C, mantida durante 1 min. Em seguida, a temperatura foi aumentada até 150

°C a uma taxa de 1 °C min’!

, e entdo aquecida até 220 °C (7 °C min™), a qual foi mantida
durante 5 min. Estas andlises foram feitas em modo splitless usando hélio como gas de arraste

(1 mL min™).

2.3.8 Identifica¢do Quimica

Os compostos presentes nas amostras de volateis coletados e extratos de MTG de O.
leucoptera foram identificados pelos Indices de Retencdo (IR), espectro de massas e espectros
na regido do infravermelho de cada composto e coinjecdo com padrdes. O composto 2-(E)-
hexenal, (R)- e (S)-canfora (1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ona), (R)- e (S)-linalool (3,7-
dimetil-oct-6-en-3-ol), (R)- e (S)-o-terpineol (2-(4-metilciclohex-3-enil)-propan-2-ol),
dodecano, 1-trideceno e n-tridecano foram adquiridos da Acros Organics (Geel, Turnhout,
Bélgica) e Sigma Aldrich, EUA. Os compostos acetato de (£)-hex-2-enila foi adquirido da
Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI, EUA). (R)- e (S)-borneol (2-(4-metilciclohex-3-
enil)-propan-2-ol) foram preparados pela reducao da (R)- e (S)-canfora, respectivamente,
empregando borohidreto de s6dio em metanol. A reacdo gerou uma mistura de isoborneol e
borneol na propor¢do de 9:1, a qual foi purificada por analises de HPLC empregando 4agua
deionizada e acetonitrila como fase moével (6:4) (Nasipuri, D. ef al, 1993). O composto (£)-4-
oxo-2-hexenal foi gentilmente doado pelo Dr K. Chauhan da USDA-ARS (Beltsville, MD,
EUA) (Feldlaufer, M. F. et al, 2010).

2.3.9 Bioensaios

Um olfatdmetro de dupla escolha foi utilizado para testar a atragdo de machos e fémeas
de O. Leucoptera com os compostos naturais e comerciais. O olfatometro consiste em um tubo
de vidro na forma de Y (40 cm comprimento x 4 cm d.i.) com dois bragos de 20 cm cada. Ar
umidificado e filtrado em carvio ativo foi usado a 2 L min!. As fontes de odor consistiram em
pecas de papel filtro (2 x 2 cm) impregnados com o composto padrdo, extratos naturais ou
hexano (controle), os quais foram colocados no final dos bragos de vidro do tubo em Y. Ramos
de Sida sp. também foram colocados nas extremidades de ambos os bracos do tubo. Um inseto
adulto (fémea ou macho) foi colocado na base do olfatdmetro e o comportamento foi observado
durante 5 min. O individuo que caminhou contra o fluxo de ar e fez contato com o filtro de

papel contendo o tratamento ou o controle foi considerado como uma resposta positiva ou
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negativa, respectivamente. O inseto que permaneceu no tubo principal foi considerado sem
resposta e foi excluido das analises estatisticas. Cada inseto foi testado apenas uma vez. A fonte
de odor foi trocada apos cada teste. Apos 5 ensaios, o tubo em Y foi lavado com agua e solvente
para eliminar qualquer residuo de sinais quimicos. O bioensaio foi conduzido durante a fotofase
a 25+ 2 °C com umidade relativa de 65 + 15%. A solugdo do extrato ou dos compostos padrdes
foi aplicada na fonte de odor com volume de 10 pL. Sete experimentos de bioensaio foram
realizados: 1) fémeas foram testadas com amostra de volateis coletados de machos durante 48
h e hexano como controle (n = 20); 2) machos foram testados com amostra de volateis coletados
de machos durante 48 h e hexano como controle (n=31); 3) fémeas foram testadas com canfora
racémica (20 ng) e hexano como controle (n = 20); 4) fémeas foram testadas com (R)-canfora
(10 ng) e hexano como controle (n = 20); 5) fémeas foram testadas com (S)-canfora (10 ng) e
hexano como controle (n = 20); 6) fémeas foram testadas com uma mistura de (R)-canfora e
(R)-borneol na proporcao 7:1 (10 ng) e hexano como controle (n = 20); 7) fémeas foram
testadas com (R)-canfora e (R)-borneol na proporcao 7:1 (10 ng) em um dos bracos do

olfatdmetro e (R)-canfora (10 ng) no outro brago do olfatometro (n = 20).

2.3.10 Analises estatisticas

As propor¢des de machos e fémeas que foram atraidos pela fonte de odor para os
diferentes experimentos (1-7) em cada bioensaio com o olfatometro em Y foram comparados
usando o teste Chi-quadrado com o software BioEstat 5.3. As diferengas na concentragdo média
dos compostos extraidos da MTG entre machos e fémeas foram analisadas pelo teste de
normalidade Shapiro-Wilk, seguido por Mann-Whitney (teste da soma dos pontos de

Wilcoxon) usando o software BioEstat 5.3.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Identificag¢do dos compostos voldteis sexo-especificos produzidos por O. leucoptera

Comparagdes entre as analises de CG-EM das amostras de volateis de machos e fémeas
de O. leucoptera revelaram dois compostos machos especificos (1 e 2, na proporgao 7:1)
(Figura 3). As analises quantitativas em CG (n = 5) empregando amostras padrdes de ambos
compostos mostraram uma produg¢do de 9,8 + 0,7 ng por dia do composto 1 e 1,4 + 0,3 ng por

dia para o composto 2.
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Figura 3: Analises de CG dos compostos volateis liberados por machos e fémeas de O.
leucoptera. A imagem ampliada mostra os picos referentes aos compostos sexuais macho-

especificos.

O primeiro composto apresentou um espectro de massas (Figura 4A) contendo um pico
base com m/z 95; um indice de reten¢do de 1157 (RTX-5) e uma banda em 1737 cm™ no
espectro no infravermelho (Figura 4A'), os quais sugerem a estrutura do monoterpeno
oxigenado canfora. A confirmacdo da estrutura foi realizada pela comparagdo com uma
amostra de padrao comercial de canfora racémica, sendo o tempo de retengao assim como o
espectro de massas idéntico ao do composto 1. O composto 2 apresentou um indice de retengao
proximo ao do primeiro composto (1163, RTX-5) e apresentou o mesmo pico base do composto

1 com m/z 95 (Figura 4B). Contudo, o ion molecular indicou duas unidades de massa atdmica
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adicionais (m/z 154). Adicionalmente, o fragmento com m/z 136 (M""-18) indicou um grupo
hidroxila, o qual foi confirmado pela banda larga no espectro no infravermelho em 3325 cm™
(Figura 4B’). Este conjunto de dados sugere fortemente o composto (2) como borneol, um
alcool precursor da canfora. A estrutura do borneol (2) foi confirmada pela comparagdo do

espectro de massas dos compostos natural e sintético, assim como pela sua coinje¢ao.
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Figura 4: Espectro de massas (A e B) e espectro na regido do infravermelho (A’ e B’) dos

compostos naturais (1) e (2).

A canfora, um terpendide com forte odor, ¢ geralmente toxico para insetos e até mesmo
usado como repelente (Donkin, R. A. 1999). Contudo, Arakaki et al. (2009) descreveram a
canfora como um composto atrativo para Protaetia pryeri pryeri (Janson) (Coleoptera:
Scarabaeidae). Porém, os autores ndo descrevem este composto como um feromonio sexual.

As andlises cromatograficas em coluna capilar com fase quiral (Ciclosil-f) mostraram a
resolugdo dos dois estereoisdomeros de 1 (Figura 5A) e 2 (Figura 5B), permitindo determinar
qual dos estereoisomeros ¢ produzido naturalmente pelos machos de O. leucoptera. Desta
forma pode-se concluir que os insetos produzem as formas enantiopuras de (R)-canfora (1) e

(R)-borneol (2).
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Figura 5: Andlises cromatograficas para determinacdo da configuracdo estereoquimica dos

compostos naturais canfora (A) e borneol (B).

O composto (R)-Borneol (2) foi identificado como o composto macho especifico
minoritario em O. leucoptera. Existem alguns estudos relatando espécies que utilizam este
alcool no seu sistema de comunicacdo quimica. Watanabe e Shimizu (2017) relataram o
borneol como feromodnio sexual do percevejo do crisantemo, Corythucha marmorata
(Hemiptera: Tingidae) e uma ativacao significativa do comportamento de agrupamento na

presenca de 0,5 - 1 ng de (R)-Borneol.

2.4.2 Identificagdo dos compostos produzidos nas glandulas metatoracicas de O. leucoptera

As analises de CG-EM dos extratos da MTG de machos e fémeas revelaram a presenca

de 7 compostos comuns para ambos 0s sexos, assim como um composto macho especifico (7)

(Figura 6).
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Figura 6: CG dos extratos de MTG de machos e fémeas de O. leucoptera.
Baseado nos espectros de massas, espectros no infravermelho, indices de retencdo e
coinje¢ao com compostos padrdes, os 8 compostos encontrados na MTG de machos e fémeas

foram identificados e constam na Tabela 4.

Tabela 4: Compostos identificados nas Glandulas Metatoracicas de Orsilochides leucoptera.

Composto  Indice de Retencio Estrutura
3 858 2-(E)-hexenal
4 958 (E)-4-ox0-2-hexenal
5 1012 Acetato de (E)-hex-2-enila
6 1102 (R)-linalool
7 1189 (R)-a-terpineol*
8 1200 n-dodecano
9 1295 1-trideceno
10 1300 n-tridecano

* composto encontrado apenas nas MTG dos individuos machos.

A maioria destes compostos ja foi identificada previamente em outras espécies de
percevejos, como por exemplo em Leptoglossus zonatus (Inoue, K. M. et al., 2019) e Pallantia

macunaima (Favaro, C. F. et al., 2011). A estrutura do 1-tridecano (9) foi confirmada pelo
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espectro na regido do infravermelho por meio das bandas caracteristicas de alcenos terminais
em 3082 cm!, 993 cm™ e 913 cm™'. Nenhum trago do isdmero (Z)-4-trideceno foi detectado,
outro composto comumente encontrado em MTG de percevejos (Favaro, C. F; Zarbin, P. H.
G. 2013). Os compostos quirais 6 ¢ 7 foram determinados como sendo as formas enantiopuras
do isdmero R por meio de andlises de cromatografia gasosa em fase estaciondria
enantiosseletiva, utilizando uma coluna capilar ciclosil-B. Os espectros de massas € no
infravermelho de todos os compostos identificados na MTG de machos e fémeas de O.
leucoptera, assim como a resolugdo enantiomérica dos compostos quirais sdao apresentados no
Anexo I, Paginas 99-103.

O hidrocarboneto n-tridecano (10) ¢ o componente majoritario encontrado na MTG de
machos e fémeas. Diferencas estatisticas nas quantidades produzidas dos compostos detectados
em ambos os sexos foram encontradas apenas para (E)-hex-2-enal (3) e n-tridecano (10),
mostrando que as fémeas produzem quantidades mais altas destes compostos em comparagao
com os machos. A quantidade média de producao para os compostos de 3 a 10 s3o mostradas

na Tabela 1.

Tabela 5. Abundancia em ppm (média + desvio padrao) dos compostos presentes nos extratos
de MTG de O. leucoptera usando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste
de Mann-Whitney (p < 0.05).

Composto Macho (ppm) Fémea (ppm) ‘

2-(E)-hexenal (3) 5054,6 £ 1766,6% 13057,6 + 8272,1°

(E)-4-ox0-2-hexenal (4) 1604,9 £+ 899,7° 2347,0 + 369,3*
Acetato de (£)-hex-2-enila (5) 18,8 £4,0° 149 +7,7°
(R)-linalool (6) 219,4 + 64,6* 650,1 +£322,9*
(R)-o-terpineol (7) 266,5 + 87,5° b

Dodecano (8) 637,9 £ 241,22 1293,2 + 641,6*
1-trideceno (9) 226,6 £ 58,9% 342,5+132,8%

n-tridecano (10) 21362,8 +4260,9? 34894,5 + 6898,0°

* Letras diferentes em cada linha indicam diferenca estatistica entre as quantidades.

Os compostos encontrados em glandulas metatoracicas de insetos da ordem Hemiptera
apresentam cadeias carbdnicas de 2 a 15 atomos de carbono e sdo em grande maioria aldeidos,

cetonas, alcoois, ésteres e acidos carboxilicos (Staddon, B. W. 1979; Aldrich, J. R. 1988). A
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maioria dos compostos identificados na MTG de O. leucoptera ja havia sido identificada para
outras espécies de Hemiptera (Moraes, M. C. B. et al., 2008). O aldeido 2-(E)-hexenal age
como atrativo em baixas concentragdes ¢ como repelentes em altas concentragdes (Durak, D.;
Kalender, Y. 2007). Este aldeido ainda pode apresentar uma fungdo como defesa contra
predadores e uma fun¢do como um feromoénio de alarme (Calam, D. H.; Youdeowei, A. 1968).
Os hidrocarbonetos alifaticos podem atuar como solvente que auxiliam na evaporagdo de
outros compostos (Aldrich, J. R. 1988). Especificamente, o n-tridecano ja foi descrito como
sendo repelente mais efetivo em insetos quando combinado com 2-(E)-hexenal.
Consequentemente, n-tridecano parece ser o n-alcano ideal para trabalhar em sinergismo com
os outros compostos odorificos (Zarbin, P. H. G. et al., 2000). O composto (£)-4-0x0-2-hexenal
pode induzir um comportamento dispersivo entre conspecificos, e paralisar ou deter muitos
predadores, tais como individuos da familia Mantidae (Prudic, K. L. ef al., 2008) enquanto o
acetato de (£)-hex-2-enila pode agir como uma substincia de alarme (Patenden, G.; Staddon,
B. W. 1970) ou feromonio sexual (Durak, D.; Kalender, Y. 2007). O alcool (R)-linalool ja foi
relatado como composto atrativo (Aldrich, J. R. ef al., 1984).

Além de compostos defensivos, feromdnios de atracao podem também ser produzidos e
liberados pela MTG em alguns insetos da ordem hemiptera (Millar, J. G. 2005), provavelmente
por meio das glandulas acessdrias laterais ligadas ao reservatdrio da MTG (Aldrich J. R. et al.,
1997, 1999, 2000). Os feromonios de atracdo derivados da MTG podem ser produzidos por
machos, como em alguns Lygaeidae e Alydidae (Leal, W. S. et al., 1995; Aldrich, J. R. et al.,
1997,1999), ou fémeas, como em Miridae e alguns Alydidae (Smith, R. F. et al., 1991; Leal,
W.S. et al., 1996; Millar, J. G. et al., 1997; Aldrich, J. R. et al., 2000; Zhang, Q. H.; Aldrich,
J. R. 2003, 2008). Os machos da espécie Phthia picta produzem o composto 5,9,17-
trimetilhenicosano como como um feromdnio sexual especifico nas glandulas acessoérias
laterais, o qual foi detectado pelo método da aeracdo e nos extratos das glandulas laterais da
MTG (Soldi, R. A. et al., 2012) indicando o local da producao do feromdnio sexual. Contudo,
em individuos de O. leucoptera, o composto (R)-a-terpineol foi encontrado apenas na MTG de
machos. De forma similar, Durak e Kalender (2007) relataram a producao do esteroide 14-
beta-H-Pregna apenas em MTG de machos da espécie Eurygaster maura. Este composto nao
age apenas como defensor quimico, mas também como feromoénio sexual, além de atuar na
facilitagdo de reproducao nos conspecificos. Desta forma, ¢ possivel que (R)-a-terpineol (7)
tenha uma fun¢do semelhante em machos de O. leucoptera, assim como pode ser um
intermedidrio biossintético para os feromonios sexuais (R)-canfora e (R)-borneol (Banthorpe,

D. V.etal, 1971).
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2.4.3 Avaliagao comportamental dos insetos frente aos compostos macho-especificos

Nos testes de bioensaios em olfatdmetro em Y, as fémeas foram fortemente atraidas por
volateis produzidos por machos tendo o hexano como controle no experimento 1 (x> = 12,80,
gl. =1, p = 0,0003), a canfora racémica contra hexano como controle no experimento 3
(x> =9,80, g.1.= 1, p=0,0017), & (R)-canfora contra hexano como controle no experimento 4
(> = 12,80, g.I. = 1, p = 0,0003) e a mistura de (R)-canfora e (R)-borneol contra hexano como
controle no experimento 6 (x> = 16,20, g.I. = 1, p < 0,0001). No experimento 7, a mistura de
(R)-canfora e (R)-borneol foi significativamente mais atrativa para fémeas que apenas (R)-
canfora (x> = 5,00, g.1. = 1, p = 0,002). Contudo, os machos ndo foram atraidos pelos volateis
liberados por machos no experimento 2 contra hexano como controle (x> = 0,29, g.l. = 1,
p=0,59), e as fémeas ndo mostraram atracao significativa para (S)-canfora contra hexano como
controle no experimento 5 (x> = 0,80, g.1. = 1, p=0,371) (Figura 7).
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Figura 7: Bioensaios em olfatdmetro em Y. Resultados em porcentagem mostrando as
diferencas entre os experimentos. a, diferenga estatistica no experimento. b, nenhuma diferenca
estatistica observada no experimento, p > 0.05. Experimentos: 1 —resposta de fémeas ao extrato
dos volateis de machos (m) contra hexano (0); 2 — resposta de machos ao extrato dos volateis
de machos (m) contra hexano (0); 3 — resposta de fémeas a canfora racémica (m) contra hexano
(0); 4 —resposta de fémeas a (R)-canfora (m) contra hexano (0); 5 — resposta de fémeas a (S)-
canfora (m) contra hexano (0); 6 — resposta de fémeas a mistura de (R)-canfora e (R)-borneol
(m) contra hexano (0); 7 — resposta de fémeas a mistura de (R)-canfora e (R)-borneol (m) contra

(R)-canfora (O) .
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Os bioensaios realizados em olfatdmetro em Y mostraram que as fémeas foram altamente
atraidas para a amostra de volateis liberados pelos machos, a canfora racémica, a forma
enantiopura (R)-canfora e a mistura de (R)-canfora e (R)-borneol. A forma enantiopura de (S)-
canfora ndo apresentou atratividade significativa para fémeas, provando que apenas o
estereoisomero (R)-canfora (1) é ativo como feromonio sexual enquanto o isdmero de
configura¢do S ndo inibe a resposta do estereoisdmero ativo R. Estes resultados sugerem
fortemente que (R)-canfora e (R)-borneol sdo componentes do feromonio sexual em O.

leucoptera.
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram identificados os compostos (R)-canfora e (R)-borneol como
feromonio sexual produzido por machos da espécie O. leucoptera, e confirmou-se que uma
mistura destes compostos na propor¢ao 7:1 apresenta alta atragdo para individuos fémeas. Este
trabalho apresenta o primeiro relato de canfora como feromonio em insetos. Além disso,
identificaram-se os compostos produzidos na MTG de machos e fémeas, os quais ja foram
descritas anteriormente para outras espécies de Hemiptera, incluindo o composto macho
especifico (R)-a-terpineol. Desta forma, foi possivel gerar mais informagdes sobre a familia
Scutelleridae que, embora seja composta por mais de 450 espécies, pouco ainda se sabe sobre
o sistema de comunicagdo quimica utilizado. Somado a isso, o estudo demonstrou que o uso
dos compostos volateis machos-especificos podem configurar uma possibilidade para o

controle populacional da espécie.
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CAPITULO 11

Identificagdo do Feromdnio Sexual do Percevejo Mormidea v-luteum (HEMIPTERA:
PENTATOMIDAE)
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3.1 INTRODUCAO

A cultura do Arroz (Oryza sativa L.) é de abrangéncia mundial, na qual a producdo tem
sido liderada pelo continente asiatico, o responsavel por 90,7% da produc¢ao de arroz no mundo.
O Brasil ocupa a nona posicao na producdo desta cultura (Fao, 2018). Independentemente da
area de producdo, nacional ou internacional, fatores edafoclimaticos e a ocorréncia de pragas
podem ocasionar uma oscilagdo de produtividade. Por exemplo, espécies de percevejos tidos
como insetos-praga, que para a cultura mencionada tem sido descrita ocasionando diferentes
tipos de danos, seja na parte aérea, na raiz, ou ainda no estagio vegetativo ou de maturacdo do
cultivo (Gallo et al., 2002; Panizzi e Lucini, 2017).

No cultivo do arroz, pode-se apontar diferentes espécies de percevejos fitéfagos
alimentando-se internamente da planta ao sugar os nutrientes via o aparelho bucal do tipo
sugador, como por exemplo, os percevejos das espécies Mormidea v-luteum (Lichtenstein,
1796) e Oebalus poecilus (Dallas, 1851) os quais geram danos na fase de maturacao da cultura
do arroz de até 80% (Ferreira e Barrigossi, 2006; Grazia et al., 2015).

As técnicas e fundamentos do Manejo Integrado de Pragas (MIP) surgiram devido ao uso
irracional do método convencional de controle de pragas, via aplicagao de agrotoxicos (Vilela,
1992; Gallo et al., 2002). Com isso levantam-se sérios problemas de calamidades de forma
aguda e cronica na area ambiental, e da satide publica do Brasil € do mundo (Griitzmacher et
al.,2008). O uso de feromonios no controle de pragas contribui para reduzir o uso de inseticida,
direciona esforcos para preservacdo e conservacdo ambiental, principalmente de espécies
essenciais e benéficas ao meio ambiente e a produtividade na agricultura, visto que sdo
moléculas utilizadas na comunicacdo exclusiva de machos e fémeas de uma espécie (Witzgall
et al., 2010). Assim, a determinagdo dos feromonios sexuais e de agregagdao de M. v-luteum

possibilita o uso destas moléculas no controle populacional da espécie.
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3.2 OBJETIVOS
3.2.1 Objetivos gerais

Os objetivos deste trabalho consistiram na identificagdo e sintese dos compostos
produzidos por machos da espécie de percevejo Mormidea v-luteum. Também objetivou-se
realizar testes comportamentais com o0s compostos sintéticos, a fim de verificar a
potencialidade do uso em armadilhas no campo.
3.2.3 Objetivos especificos
- Identificar os compostos macho-especificos da espécie M. v-luteum;

- Determinar a estereoquimica dos compostos produzidos pelos machos da espécie;

- Avaliar o comportamento dos insetos frente aos compostos sintéticos em laboratorio.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Procedimentos Gerais

Os procedimentos utilizados para a coleta e quantificagdo dos volateis, analises quimicas,
determina¢do de indice de retencdo e analises estatisticas sdo os mesmos ja descritos no
Capitulo I.

Os reagentes que necessitaram de tratamento prévio foram purificados por metodologias
descritas na literatura (ARMAREGO, W. L. F.; CHAIL C. L. L. 2009). A evaporacdo dos
solventes utilizados nas reagdes foi realizada com o uso de um evaporador rotatorio IKA-10
Basic, a pressao reduzida. A silica gel utilizada para a purificacdo e separacao dos compostos
possuia 230-400 mesh (Sigma-Aldrich). O acompanhamento das reacdes foi realizado por meio
de cromatografia em camada delgada (CCD). Utilizou-se silica gel 60G Sigma-Aldrich sobre
placas de vidro para CCD e a revelagdo foi realizada com iodo molecular. Os espectros de
RMN de 'H e de '*C foram obtidos em um espectrometro Bruker DRX-200® operando a 200 e
50 MHz, respectivamente. O solvente utilizado foi cloroférmio deuterado e tetrametilsilano
(TMS) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos () sdo expressos em ppm. Para
indicar a multiplicidade dos sinais, foram adotadas as seguintes abreviagdes: s (simpleto); d
(dupleto); td (triplo dupleto); t (tripleto); q (quarteto); m (multipleto).

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo em fase mével gasosa
(CG), modelo Shimadzu QP-2010, equipado com detector de ionizagdo de chama (FID) e com
coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm D.I. x 0,25 um de filme) (J & W Scientific, Folsom,
Califérnia, EUA). O injetor foi operado a 250 °C com modo de injecao em split com taxa de
50. O forno da coluna foi programado com temperatura inicial de 100 °C por 1 minuto,
aumentando 10 °C min™! até 250 °C, permanecendo a esta temperatura por 10 minuto e hélio
foi usado como gas de arraste com fluxo de 1 mL min™'.

Os espectros de massas foram obtidos por meio de analises dos compostos quimicos em
um cromatdgrafo em fase movel gasosa acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM)
modelo Shimadzu QP- 2010 Plus com ionizagdo por impacto de elétrons (70 eV). A coluna
capilar e as condi¢des de andlises foram iguais as utilizadas nas anélises de CG e a linha de

transferéncia foi programada para 270 °C.
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3.3.2 Coleta e criagdo dos insetos

As ninfas e adultos de Mormidea v-luteum foram coletados em plantas Paspalum sp.
(Poaceae) no Campus Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana (UFPR), em
Curitiba-PR, Brasil (25°45°S, 49°23”). Os insetos coletados foram mantidos no Laboratdrio de
Semioquimicos da UFPR, onde foram separados por sexo e mantidos em temperatura de
25 +£2 °C, umidade relativa de 65 = 15% e foto periodo de 12 h claro e 12 h escuro. Os insetos
foram criados em gaiolas plésticas (35 x 20 x 20 cm) e alimentados com plantas Paspalum sp.

e Ligustrum lucidum (Oleaceae), as quais foram trocadas a cada 72 h.

3.3.3 Cromatografia Gasosa Em Fase Estaciondria Quiral

Andlises de CG em fase estaciondria quiral foram realizadas em um CG-2030 Shimadzu
Nexis, equipado com uma coluna capilar f-DEX-325 (30% heptakis (2.3-di-O-metil-6-O-t-
butildimetilsilil)-beta-ciclodextrina, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA) e um sistema de deteccao FID. Para a resolugdo do zingibereno e epoxi-
zingibereno, a temperatura inicial do forno foi de 50 °C, mantida durante 1 min. Em seguida,
a temperatura foi aumentada até 150 °C a uma taxa de 1 °C min’!, a qual foi mantida durante
50 min. Para a resolucao dos isomeros do murgantiol, foi mantido o forno a 50 °C por 1 min,
seguido do aumento da temperatura até 150 °C a uma taxa de 0,25 °C min’!, sendo mantida
esta temperatura por 200 min. Estas andlises foram feitas em modo split/ess usando hélio como

gas de arraste (1 mL min™").

3.3.4 ldentificagdo Quimica

A identificagdo dos compostos produzidos por machos da espécie M. v-luteum foi
realizada com base nas analises dos espectros de massas e espectros na regidao do infravermelho
dos extratos, assim como nos respectivos indices de reten¢cdo. A confirmagdo da estrutura do
zingiberenol e murgantiol foi realizada por meio da sintese do racemato destes compostos. Para
a determinag¢do da esteroquimica do zingiberenol, foi realizada a sintese da mistura dos
estereoisomeros (/ 'R)-zingiberenol seguindo o procedimento descrito por Zahn et al. (2008),
enquanto a mistura dos isdmeros (/’S)-zingiberenol foi gentilmente cedida pelo professor Dr.
Jocelyn G. Millar (University of California, Riverside, USA). Somado a isso, foram realizadas

microrreagdes de desidratacdo dos estereoisomeros do zingiberenol. A determinacdo da
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estereoquimica dos isdmeros do murgantiol foi desenvolvida com base na sintese
enantioseletiva promovida por AD-mix-a ¢ AD-mix-f, ja descrita por Khrimian ef al. (2014).
Os compostos AD-mix-a ¢ AD-mix-f foram gentilmente doados pelo Prof. Dr. Ronaldo Aloise
Pilli (Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo, Brasil). Também foram utilizadas
microrreagdes de desidratacdo das misturas de isOmeros de murgantiol assim como
microrreagdes de epoxidacao do zingibereno presente no oleo essencial de Zingiber officinale

(gengibre).

3.3.5 Bioensaios

O procedimento utilizado para os testes de bioensaio ¢ o mesmo descrito no Capitulo 1,
no topico 2.3.9. Dez tratamentos foram realizados: (i) extrato de machos e dieta natural versus
controle (hexano e dieta natural) frente a machos (n = 41); (ii) extrato de machos e dieta natural
versus controle frente a fémeas (n = 45); (iii) (1°S)-zingiberenol versus hexano frente a fémeas
(n = 20); (1v) (1°S)-murgantiol versus hexano frente a fémeas (n = 20); (v) (1’S)-zingiberenol
versus hexano frente a machos (n = 20); (vi) (1°S)-murgantiol versus hexano frente a machos
(n=20); (vii) (1’S)-zingiberenol e (1’S)-murgantiol versus hexano frente a machos (n = 20);
(viii) (1°S)-zingiberenol e (1°S)-murgantiol versus hexano frente a fémeas (n = 20); (ix) (1°5)-
zingiberenol e (1°S)-murgantiol versus (1°S)-zingiberenol frente a fémeas (n = 20); (x) (1°S)-

zingiberenol e (1°S)-murgantiol versus (1°S)-zingiberenol frente a machos (n = 20).

3.3.6 Preparacgdo do 3,7-dimetiloct-6-enal (citronelal) (18)

O/

(18)

Citronelol (0,15 g, 0,97 mmol) foi dissolvido em diclorometano (1 mL) em um béquer
de 10 mL. A solug¢do resultante foi adicionada sobre uma suspensdo em agitacdo magnética
baldo de fundo redondo de 10 mL do complexo de clorocromato de piridinio (PCC) (0,67 g,
3,15 mmol), acetato de sodio (0,05 g, 0,45 mmol), celite (0,70 g) e diclorometano (3 mL). A
mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 3 h. Em seguida foi adicionado éter etilico
(8 mL), filtrou-se a vacuo em funil de Biichner contendo celite e lavou-se com porgdes de éter

etilico (3 x 10 mL). O solvente foi removido por meio de rotaevaporacao € o composto foi
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purificado em coluna cromatografica utilizando como eluente hexano-acetato de etila (9:1). Foi
obtido 0,11 g do citronelal (0,71 mmol) com rendimento de 73%.

Para a sintese do isdmero (R)-3,7-dimetiloct-6-enal foram utilizadas as mesmas
propor¢des descritas para o composto racémico. Foi obtido 0,12 g de (R)-citronelal

(0,77 mmol) com 80% de rendimento.

EM (70 eV; m/z; Abundancia Relativa (%)): 41(99); 51(2); 55(50); 65(3); 69(100); 79(10);
84(21); 93(16); 95(66); 107(4); 111(22); 121(35); 123(3); 139(11); 154(4).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, TMS, ppm): 6 0,97 (d, 3H); 1,20-1,43 (m, 2H); 1,60 (s, 3H);
1,69 (s, 3H); 1,95-2,14 (m, 3H); 2,23 (ddd, 1H, J1 = 15,9 Hz; J, = 8,1 Hz; J; = 2,7 Hz);
2,41(ddd, 1H, J; = 15,8 Hz; J» = 5,6 Hz; J3 = 1,9 Hz); 5,09 (t, IH, J = 7,3 Hz);
9,75 (t, 1 H, ] = 2,3 Hz).

RMN de *C (50 MHz, CDCls, ppm): 6 17,56; 19,77; 25,31; 25,60; 27,68; 36,86; 50,91;
123,97; 131,62; 202,83.

3.3.7 Preparagdo do 3,7-dimetil-2-metileno-oct-6-enal (19)

O/

(19)

Dietilamina (0,15 mL, 1,46 mmol) foi adicionada gota-a-gota a temperatura ambiente
durante um periodo de aproximadamente 5 min em um baldo de fundo redondo de 25 mL de
duas bocas contendo citronelal (0,11 g, 0,71 mmol) acoplado a um condensador vertical de
refluxo. O sistema foi aquecido em banho de 6leo até a temperatura de 44 °C, mantendo a
agitacdo durante 1 h. Em seguida, o baldo foi retirado do banho de dleo e deixou-se resfriar até
atingir a temperatura ambiente. Adicionou-se entdo formaldeido (0,18 mL, 1,8 mmol, solugao
aquosa a 37%) lentamente, mantendo a temperatura abaixo de 40 °C, seguida pela adi¢do lenta
de acido acético glacial (0,018 mL, 0,31 mmol). A mistura foi agitada de forma magnética
durante 18 h a temperatura ambiente e entdo aquecida a 80 °C durante um periodo de 90 min.
Apos este periodo, a reacao foi resfriada a temperatura ambiente, diluida com hexano (10 mL),
lavada com solucdo aquosa de 4acido cloridrico (2 mol L™, 2 x 10 mL), solugdo saturada de
NaHCOs (1 x 10 mL) e solugdo saturada de NaCl (1 x 10 mL). A fase organica foi separada,

seca com NaSO4 anidro e concentrada a véacuo. O produto foi purificado em coluna
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cromatografica utilizando como eluente hexano e acetato de etila na proporg¢ao 9:1. O composto
19 foi obtido com 55% de rendimento (65 mg, 0,39 mmol).

Para a sintese do estereoisomero (R)-3,7-dimetil-2-metileno-oct-6-enal, foram utilizados
0,12 g de (R)-citronelal (0,77 mmol), dietilamina (0,16 mL, 1,59 mmol), formaldeido
(0,19 mL) e acido acético glacial (0,019 mL, 0,33 mmol). O composto (R)-9 foi sintetizado
com 49% de rendimento (62 mg, 0,38 mmol).
EM (70 eV; m/z; Abundancia Relativa (%)): 41(100); 43(22); 55(80); 56(18); 67(50); 70(8);
81(44); 84(19); 95(38); 98(2); 109(94); 115(1); 123(18); 131(1); 133(10); 146(1); 151(21);
160(1); 166(8).
RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, TMS, ppm): 6 1,06 (d, 3H, J = 6,9 Hz); 1,38-1,54 (m, 2H);
1,57 (s, 3H); 1,68 (s, 3H); 1,85-2,01 (m, 2H); 2,70 (sext, 1H, J = 6,8 Hz); 5,08 (t, 1H,
J=17,1 Hz); 6,00 (s, 1 H); 6,24 (s, 1H); 9,53 (s, 1H).
RMN de C (50 MHz, CDCl3, ppm): 6 17,61; 19,52; 25,66; 25,70; 30,92; 35,54; 124,10;
131,63; 133,05; 155,45; 194,67.

3.3.8 Preparagdo do 4-(6-metilhept-5-en-2-il)cicloexen-2-ona (20)

(20)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL de duas bocas acoplado a um condensador
vertical de refluxo e contendo metanol (0,4 mL), foi adicionado so6dio (9 mg, 0,39 mmol) e
agitou-se magneticamente em temperatura ambiente. Apds a dissolugdo completa do sodio,
uma solu¢do de acetoacetato de etila (60 mg, 0,47 mmol) em metanol (0,6 mL) foi adicionada
lentamente e a mistura foi agitada durante 30 min. Em seguida, uma solu¢do do aldeido 19
(0,65 mg, 0,39 mmol) em metanol (I mL) foi também adicionada cuidadosamente. A mistura
foi agitada durante 2 h a temperatura ambiente e entdo refluxada durante 2 h. A reacdo foi
resfriada a temperatura ambiente, o solvente foi removido sob vacuo e o residuo foi diluido em
hexano (10 mL). A fase organica foi lavada com solugdo saturada de cloreto de amonio (2 x 10
mL), dgua destilada (1 x 10 mL) e solucdo saturada de cloreto de sédio (1 x 10 mL), seguida
da secagem com Na>SOs anidro e da evaporagdo do solvente em evaporador rotatorio sob

vacuo. O produto foi purificado em coluna cromatografica utilizando hexano e acetato de etila

50



como eluente (9:1). Foram obtidos 47 mg do composto 20 (0,23 mmol) com 59% de
rendimento.

A sintese do composto 4-((R)-6-metilhept-5-en-2-il)cicloexen-2-ona foi realizada
utilizando 62 mg do aldeido (R)-9 (0,38 mmol) e as mesmas quantidades de sodio, acetoacetato
de etila e metanol descritas para a sintese do composto 20 na forma racémica. Foram obtidos
41 mg da cetona (R)-10 (0,19 mmol) com 52% de rendimento.

EM (70 eV; m/z; Abundancia Relativa (%)): 41(79); 55(37); 67(39); 69(100); 79(32);
94(30); 109(22); 123(62); 136(15); 149(9); 163(11); 173(4); 191(8); 206(7).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls, TMS, ppm): 6 0,90 (d, 3H, J = 6,9 Hz); 0,94 (d, 3H,
J = 7,0 Hz); 1,20-1,48 (m, 2H); 1,61 (s, 3H); 1,69 (s, 3H); 1,90-2,15 (m, 4H);
2,25-2,60 (m, 4H); 5,03-5,16 (m, 1H); 5,98-6,07 (m, 1H); 6,80-6,93 (m, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCls, ppm): 6 15,99; 16,51; 17,68; 23,96; 25,69; 25,83; 33,90; 34,10;
36,06; 37,50; 37,69; 41,05; 41,61; 124,11; 124,14; 129,67; 138,93; 130,48; 131,81; 131,84;
154,34; 155,43; 200,14.

3.3.9 Preparagdo do 4-[1,5-dimetilhex-4-enil]-1-metilciclohex-2-en-1-ol (zingiberenol) (11)

HO |

(21)

Uma solucdo da cetona 20 (47 mg, 0,23 mmol) em THF anidro (5 mL) foi agitada
magneticamente sob atmosfera de argonio e resfriada em banho de gelo. Apos o periodo de
5 min nesta condicdo, cloreto de metilmagnésio (0,38 mL, 1,15 mmol, 5 eq., solugdo em
hexano a 3 mol L) foi adicionado lentamente. A mistura foi entio agitada durante 3 h,
adicionou-se solu¢do saturada de NH4Cl (5 mL) e extraiu-se com acetato de etila (10 mL). A
fase organica foi separada e seca com Na>SO4 anidro e o produto foi concentrado a vacuo. O
composto foi purificado via coluna cromatografica utilizando como eluente hexano e acetato
de etila na propor¢do 9:1. Zingiberenol foi obtido com 89% de rendimento (45 mg, 0,20 mmol).
Os isdmeros cis- e trans-zingiberenol foram separados em coluna cromatografica com o
mesmo eluente na proporgao 95:5.

Para a sintese do (1’R)-zingiberenol foram utilizados 41 mg da cetona (R)-20
(0,19 mmol), THF (5 mL) e CH3MgCl (0,32 mL, 0,96 mmol). Os estereoisdmeros de (1°R)-

zingiberenol foram obtidos com 85% de rendimento (36 mg, 0,16 mmol). Os isdmeros cis- €
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trans-(1’R)-zingiberenol também foram separados em coluna cromatografica com o mesmo

eluente descrito para este procedimento com o composto na forma racémica.

EM (70 eV; m/z; Abundancia Relativa (%)): 41(40); 55(28); 69(100); 79(20); 93(59);
95(23); 105(28); 119(99); 119(99); 137(24); 138(13); 151(4); 161(20); 189(6); 202(1);
204(11); 222(1).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, TMS, ppm): ¢ 0,81 (d, 1H, J = 6,7 Hz); 0,86 (d, 1H,
J =6,7 Hz); 1,28 (s, 3H); 1,41-1,50 (m, 5H); 1,60 (s, 3H); 1,69 (s, 3H); 1,81-2,18 (m, 4H);
5,01-5,06 (m, 1 H); 5,46-5,67 (m, 2H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl3, ppm): 615,69; 16,42; 17,64; 22,35; 24,17; 25,69; 25,94; 25,99;
28,37, 28,42; 33,72; 34,15; 36,25; 36,30; 38,28; 40,10; 40,66; 69,79; 124,69; 130,93; 131,33;
132,09; 134,56; 134,87.

3.3.10 Preparagdo do 4-[5°-(5°,5 -dimetiloxiran-4-il)- 1 ’-metilpropil]- I-metilciclohex-2-en-
1-ol (murgantiol) (15)

HO e)

(15)

Em um baldo de fundo redondo contendo os isdmeros cis-zingiberenol (10 mg,
0,045 mmol) e solucdo aquosa de NaHCO; (1 mL, 0,5 mol L) sob agitagio magnética e em
banho de gelo foi adicionado acido 3-cloroperbenzoico - m-CPBA (11 mg, 0,045 mmol, ca.
70%) em duas porgdes com intervalo de 15 min. A mistura foi agitada durante um periodo de
3 h a0 °C e entdo solucao saturada de NaCl (10 mL) foi adicionada. A mistura foi extraida
com éter etilico (4 x 10 mL), as fases organicas foram combinadas e secas com Na;SOj4 anidro
e o solvente foi removido sob vacuo. Os isdmeros cis-murgantiol foram obtidos com 64% de
rendimento (7 mg, 0,029 mmol). O mesmo procedimento e quantidades de reagentes foram
utilizados para a sintese dos isomeros trans-murgantiol, partindo-se do trans-zingiberenol,
obtendo-se 5 mg deste produto (0,022 mmol, 50% de rendimento).

Para a sintese dos isomeros cis- e trans-(1’R)-murgantiol foram utilizadas as mesmas
quantidades dos reagentes descritas para a sintese racémica do murgantiol. Foram obtidos
7 mg da mistura dos isomeros cis-(1’R)-murgantiol (0,029 mmol, 64% de rendimento) e 6 mg

da mistura dos isdmeros trans-(1’R)-murgantiol (0,025 mmol, 56% de rendimento).
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EM (70 eV; m/z; Abundancia Relativa (%)): 43(76); 55(25); 67(20); 71(56); 79(33);
93(100); 105(49); 119(79); 132(78); 134(39); 145(18); 159(13); 187(6); 202(4); 220(3);
238(1).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, TMS, ppm): 6 0,94 (d, 1H, J = 6,7 Hz); 0,98 (d, 1H,
J=6,7 Hz); 1,25-1,29 (m, 5 H); 1,31 (s, 3 H); 1,45-1,70 (m, 9 H); 1,76-1,90 (m, 1 H); 2,68-
2,73 (m, 1 H); 2,99 (t, 1H, J = 4,3 Hz); 3,09-3,15 (m, 1H); 5,49-5,71 (m, 1H).

3.3.11 Preparag¢do do 3-metil-6-(6-metilhept-5-en-2-il)ciclohex-2-enol (sesquipiperitol) (14)
HO

(14)

Em um vial de 2 mL, foi adicionado zingiberenol (1 mg, 0,0045 mmol), diclorometano
(1 mL) e PCC (5 mg, 0,023 mmol). A mistura foi agitada magneticamente durante 1 h. Em
seguida, adicionou-se éter etilico e a mistura foi filtrada em celite para um vial de 2 mL,
obtendo-se uma mistura da sesquipiperitona (45). O solvente foi evaporado sob fluxo de ar e
entdo adicionou-se metanol (1 mL) e o vial foi colocado em banho de gelo. Sob agitacdo
magnética, borohidretoo de sodio (5 mg, 0,13 mmol) foi adicionado. Apds 1 h de reagao,
adicionou-se solu¢ao saturada de cloreto de amoénio (0,5 mL) e a fase organica foi transferida
para outro vial contendo sulfato de sddio anidro. A mistura foi filtrada e concentrada sob vacuo,

levando a mistura de isomeros do sesquipiperitol (14).

EM (70 eV; m/z; Abundancia Relativa (%)): 41(33); 53(7); 55(24); 69(61); 77(26); 93(74);
95(21); 105(32); 119(100); 133(22); 137(30); 147(7); 161(24); 164(1); 175 (2); 189(6); 202(1);
204 (11); 222(1).

3.6.12 Microrreacgoes de desidratacdo

Uma solugdo de zingiberenol racémico (0,1 mg mL™! em hexano, 100 uL) foi concentrado
em um vial de 2 mL com fluxo de argonio. Em seguida, uma solucao aquosa de H>SO4 (0,1
mol L, 300 uL) e 50 pL de metanol foi adicionado. A mistura foi agitada em um shaker
rotatério (45 °C, 100 rpm) durante 30 min e entdo hexano foi adicionado (500 pL). A mistura

foi filtrada em uma coluna de Na>SO4 para remover a agua e a fase organica foi concetrada
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para 100 pL (Oliveira M. W. M., 2013). Para a desidratacao de (1’S)-zingiberenol, (1’R)-
zingiberneol, racemato de murgantiol, (1’S)-murgantiol, (1’R)-murgantiol e extrato dos

volateis de machos de M. v-luteum foi seguido o mesmo procedimento experimental.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Identificacdo dos compostos macho-especificos de M. v-luteum

Os extratos coletados de machos e fémeas de M. v-luteum foram inicialmente analisados
por CG-EM. A comparacdo dos cromatogramas mostrou seis compostos macho-especificos
(Figura 8). A quantidade média destes compostos foi determinada com 20 extratos de machos
revelando que os compostos 11 e 15 foram majoritarios, produzidos em uma proporg¢ao 6:4 e
representam aproximadamente 78% dos compostos produzidos apenas pelos machos. A
producdo diaria dos seis compostos foi (média + desvio padrao): 11 (6,3 = 1,6 ng); 12 (0,6
0,2 ng); 13 (0,6 £ 0,4 ng); 14 (1,0 + 0,2 ng); 15 (4,8 = 0,8 ng); 16 (0,9 + 0,6 ng).

11

> 1\2/13 14 LL
20.0 - 21.0 22,0 23.0 min
Macho L L L__‘L
Fémea [ ,
100 150 200 250  30.0  35.0min

Figura 8: Cromatogramas dos compostos volateis produzidos por machos e fémeas de
Mormidea v-luteum. Na imagem ampliada constam os 6 picos dos compostos macho-

especificos.

A andlise dos espectros de massas revelou alta similaridade na fragmentagdo entre os
compostos 11 e 12, indicando tratar-se de possiveis isomeros. O pico base com m/z 119 sugeriu
o fragmento etil-metilbenzeno, enquanto o fragmento com m/z 93 foi um indicativo do
fragmento metilciclohexadieno. Uma unidade isoprénica pode ser caracterizada por um
fragmento intenso com m/z 69, enquanto o fragmento com m/z 204 pode mostrar a perda de
uma molécula de agua pelo ion-fragmento (m/z 222) (Figura 9A). A existéncia do grupo
hidroxila foi confirmada pelo espectro na regido do infravermelho, o qual apresentou uma

banda larga em 3363 cm™! (Figura 9A"). O indice de retengio calculado para o composto 11 foi
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1623 (RTX-5). Com base neste conjunto de dados, as estruturas dos compostos 11 ¢ 12 foram
sugeridas como sendo isdmeros do sesquiterpenoide zingiberenol, um composto que j& foi
previamente identificado como um componente do feromdnio sexual em pentatomideos das

espécies O. poecilus e T. limbativentris (Blassioli-Moraes et al., 2020; Oliveira et al., 2013).

100l A 69 19 0,20 A' R
2
o 015
(3]
c
8 0,10
-
161 c 0,05
i 204 E
147 189 - J 222 0,00
T R T
50 100 150 200 miz 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Figura 9: Espectro de massas (A) e espectro na regido do infravermelho (A’) do composto

natural 1, produzido por machos de M. v-luteum.

Para confirmar a estrutura proposta para os compostos naturais 11 e 12, a sintese
racémica do zingiberenol foi realizada em 4 etapas, utilizando citronelol como material de

partida (Esquema 1).

PCC, NaOAc _ (Etz)NH,CH,0
RO _ Celte  © _CH3COOH_
DCM, t.a. t.a. e 80°C
| 73% | 55% |
(7) (18) (19)

Na®, Acetoacetato

de etila CH3MgCl
MeOH, t.a. THF, 0°C
© 0 HO |
e refluxo, 52% | 89%
(20) (21)

Esquema 1: Sintese do racemato (8 estereoisdmeros) do zingiberenol (21).

A sintese do zingiberenol foi iniciada com a oxidagdo do citronelol com PCC, seguida
da sua conversdo no aldeido a-f-insaturado 19, por meio de uma reagao de a-metilenagao com

formaldeido. A formagdo do ciclo na estrutura deu-se pelo tratamento do aldeido 19 com
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acetoacetato de etila e s6dio metalico, via uma reagdo de adi¢cdo conjugada seguida de uma
condensacdo alddlica e descarboxilacdo. A adi¢do de um grupo metila a carbonila utilizando
reagente de Grignard (CH3MgCl) levou a mistura dos 8 estereoisomeros do zingiberenol (11).
Para a sintese dos isdmeros (/ 'R)-zingiberenol, foi realizado o mesmo procedimento sintético
desenvolvido para a obtencao do racemato, partindo do composto (R)-citronelol. Poucas foram
as diferencas observadas nos espectros de massas e de RMN de 'H e 'C na comparagio entre
o racemato ¢ a mistura dos isomeros (/ 'R)-zingiberenol, devido ambas serem constituidas por
uma mistura de estereoisdmeros, visto que apenas um dos estereocentros esta definido (posi¢ao
I’R).

A insercdo de um grupo metilénico no citronelal deu-se pela reacdo de Mannich
(Esquema 2), a qual ocorreu pela formacao inicial do sal de iminio (27), gerado pela reacdo do
formaldeido e dietilamina. A reacdo de Mannich envolve a forma enodlica do citronelal, que
quando tem seu grupo carbonila restabelecido, ocorre o ataque nucleofilico dos elétrons  (da
insaturacdo C=C) no 4tomo de carbono do sal de iminio (28), levando a uma amina terciaria
(29), também conhecida como base de Mannich. O atomo de nitrogénio ¢ protonado (formando
um bom grupo de saida) e o composto 30 ¢ entdo convertido no seu ion enolato gerado pela
abstragdo de um proéton do carbono na posi¢do a-carbonila (31). Por fim, o restabelecimento

da carbonila leva a eliminacdo da dietilamina, gerando o aldeido 19.

fFormagéo do sal de iminio 0 :
: 0 :
: ,H @ S 2 l
: o} ) H HO H20
L — Gk PPN N
"'HOH HYH o a0 N \/C|§/ '
(22) (23) (24) (25) (26) (27)
N D -H*
)\/\/H{\ - - N = O-@ )\/\/SAO
(18) (28)  “cS (29) ~SpN 20
N N
SN o P HEY
H .o
— )\/\/5658 . X {) ’8 (EoNH Ao o
(30) ~y - @) A~ ° (19)
® \H 'O' 9 \H
AN §

Esquema 2: Mecanismo da reacao de Mannich para a formagao do aldeido 19.
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A formacdo do composto 19 pode ser confirmada pelo seu espectro de RMN de 'H
(Figura 10), o qual apresentou um simpleto em 9,53 ppm referente ao dtomo de hidrogénio do
grupo aldeido (cujo sinal apresenta-se na forma de tripleto no espectro de RMN de 'H do
citronelal devido a presenca de dois atomos de hidrogénio no carbono a-carbonila). Ainda
foram observados dois simpletos, com deslocamentos de 6,00 e 6,24 ppm, com integracao para

1 4&tomo de hidrogénio cada, referente aos hidrogénios metilénicos adicionados a molécula de

citronelal.
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Figura 10: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, TMS) do composto 3,7-dimetil-2-

— o N

metileno-oct-6-enal (19).

Para a formacao do ciclo de 6 membros na molécula, realizou-se uma adicao de Michael
(adi¢do conjugada do anion enolato do acetoacetato de etila no carbono metilénico do aldeido
19), seguida de uma condensacao alddlica e descarboxilacdo, formando a cetona 20 (Esquema
3). A rea¢do com s6dio metalico e metanol forma o metdxido de sddio, o qual desprotona o
acetoacetato de etila, levando ao seu anion endlico (33), o qual ¢ estabilizado por ressonancia
pelo o grupo cetona e carboxila. O anion entdo ¢ adicionado no carbono metilénico de 19,
formando o intermediario 34, o qual reestabelece o grupo carbonila abstraindo um dos dtomos
de hidrogénio na posi¢do a-carbonila do grupo cetona, possibilitando a ocorréncia de uma
reacao de adicao a carbonila do grupo aldeido, que ap6s uma protonagao e desidratagao, leva a
formacao de 38. Por fim, a hidrélise 4cida seguida da descarboxilagdo leva ao produto desejado,

a cetona 20.
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Esquema 3: Mecanismo de adicdo de Michael seguida de condensagdo alddlica e

descarboxilagdo para a formacgao da cetona 20.

A cetona 20 pode ser caracterizada por meio de seu espectro de RMN de '*C (Figura 11),
no qual pode-se observar a presenca de um sinal em 200,1 ppm, o qual representa o carbono
da funcdo cetona, enquanto os sinais proximos a 155 ppm referem-se ao C sp’ na posicdo f-

carbonila (o sinal ¢ observado duplicado devido a presenca de diastereoisomeros na mistura).
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Figura 11: Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDCl3) do composto 4-(6-metilhept-5-en-2-

il)cicloexen-2-ona (20).

O sinal referente ao grupo carbonila apresenta-se menos deslocado em relacdo a carbonila
da ciclohexanona, cujo sinal ¢ observado em 212,1 ppm (Guo, T. ef al., 2019). Isto ocorre
devido a cetonas a,f-insaturadas apresentarem uma forma de ressondncia na qual existe apenas
uma insaturacdo entre o carbono da carbonila e o carbono na posi¢do a a este grupo (41)

(Esquema 4).

©) Q@

o)

(20) K (41)

Esquema 4: Estruturas em ressonancia da cetona a,f-insaturada 20.

Nesta estrutura candnica de ressonancia 41, o &tomo de oxigénio possui uma carga formal
negativa enquanto o atomo de carbono na posi¢do f-carbonila adquire uma carga formal
positiva. Desta forma, em cetonas «,f-insaturadas, o efeito de remog¢ao de elétrons por um

efeito indutivo exercido pelo dtomo de oxigénio no carbono da carbonila ¢ parcialmente
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compensado por contribui¢des de uma forma de ressonancia como a descrita anteriormente.
Assim, devido ao efeito de deslocalizagdo eletronica, a blindagem do carbono da carbonila
aumentara em relacdo a de um sistema saturado, levando a sinais com deslocamentos menores
em sistemas ¢, f-insaturados (Gurudata e Stothers, J. B., 1969).

A adicdo do reagente de Grignard (CH3MgCl) ao grupo carbonila levou a mistura dos
isdmeros do zingiberenol, cujos dados de RMN de 'H e de '*C, assim como seu espectro de
massas sdo iguais aos dados descritos por Zahn et al. (2008). Os isomeros sintetizados do
zingiberenol podem ser separados em coluna cromatografica em duas fragdes, sendo a fracao
menos polar contendo os isdmeros com configuracao relativa cis enquanto a fragdo mais polar
¢ composta pelos isomeros frans (Figura 12). Tais configuragdes referem-se a estereoquimica
dos carbonos 1 e 4 contidos no anel, sendo que nesse sistema, os isdmeros de configuragao
relativa cis sdo aqueles que apresentam configuracdo absoluta igual nesses carbonos (/R,4R ou
1§,4S), enquanto os isdmeros trans possuem configuragdo absoluta diferente nos carbonos 1 e

4 (IR,4S ou IR, 4S) (Khrimian et al., 2014a,b).

cis-zingiberenol

(1S, 4S, 1'R) (1R, 4R, 1'R) (1S, 4S, 1'S) (1R, 4R, 1'S)

trans-zingiberenol

(1R, 4S, 1'R) (1S, 4R, 1'R) (1R, 4S, 1'S) (1S, 4R, 1'S)

Figura 12: Estereoisomeros do cis- e trans-zingiberenol.

As identidades dos compostos 11 e 12 foram confirmadas pela comparacao dos tempos
de retencao (em uma coluna capilar DB-5) de uma mistura dos isomeros sintéticos cis- e trans-
zingiberenol (Figura 13B e 13C). Os espectros de massas dos compostos naturais e sintéticos

foram idénticos.
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Figura 13: Comparagdo dos tempos de retencdo em coluna capilar DB-5 por meio de
cromatogramas do (A) extrato natural de machos da espécie M. v-luteum; (B) isomeros do cis-
zingiberenol (coeluidos); (C) isdmeros do trans-zingiberenol; (D) isdmeros do cis-murgantiol;

(E) isomeros do trans-murgantiol; e (F) uma mistura de isomeros do sesquipiperitol.

O espectro de massas do composto 14 apresentou alta similaridade com os espectros de
massas dos compostos 11 e 12, entretanto o composto 14 ndo apresentou o mesmo tempo de
reten¢ao que um dos isdmeros do zingiberenol sintético. Isto também foi observado em extratos
de machos de 7. limbativentris (Blassioli-Moraes et al., 2020), no qual um isomero
constitucional do zingiberenol foi identificado, o terpenoide sesquipiperitol. Para confirmar a
estrutura do composto 14, uma mistura de isomeros do sesquipiperitol foi preparada seguindo
o procedimento descrito por Lancaster et al. (2018), partindo do zingiberenol sintético. Este
procedimento foi realizado em duas etapas, sendo a primeira a transposi¢cdo oxidativa de

alcoois terciarios alilicos (Esquema 5).
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Esquema 5: Sintese da cetona sesquipiperitona (45), precursor para a sintese do sesquipiperitol

(14), via transposi¢do oxidativa do zingiberenol (21).

A cetona 45, também chamada de sesquipiperitona, foi submetida a reacao de redugao
com borohidreto de sodio, levando a uma mistura de isdmeros do sesquipiperitol (14). Um dos
isomeros obtidos apresentou 0 mesmo tempo de retencdo que o composto natural 14 (Figura
13F), confirmando a estrutura do composto natural.

Outro grupo de compostos macho-especificos também apresentou espectros de massas
com alta similaridade (13, 15 e 16, Figura 14A), sendo o composto majoritario entre eles (15)
com um indice de retencao igual a 1740 (RTX-5). No espectro na regido do infravermelho de
15, uma banda larga em 3369 cm™ (Figura 14A") correspondente ao estiramento da ligagdo O-
H de grupo hidroxila, assim como duas bandas em 1255 cm™ e 919 cm™ referentes aos
estiramentos da ligagdo C-O, caracterizando um anel oxiranico, foram observadas. Este par de
bandas esta relacionado com os estiramentos simétrico e assimétrico do anel epoxido,
respectivamente (Henbest ef al., 1957; Silverstein et al., 2005). Nos espectros de massas, estes
compostos apresentaram um pico base com m/z 93 e um intenso fragmento com m/z 119 em
seus espectros de massas, sugerindo que 13, 15 ¢ 16 possuem estruturas relacionadas as dos
compostos 11 e 12. As moléculas possuiam aparentemente um ion molecular com m/z 220 e
um fragmento de baixa intensidade com m/z 202 (M*-18), sugerindo a perda de uma molécula

de 4dgua (Figura 14A).
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Figura 14: Espectro de massas (A) e espectro na regido do infravermelho (A”) do composto

natural 15, produzido por machos de M. v-luteum.

A comparacao do indice de retencdo do composto 15 com estruturas derivadas do
zingiberenol j& descritas na literatura levou a possibilidade de tratar-se do sesquiterpenoide
murgantiol. Este composto ja foi descrito como macho-especifico produzido pelas espécies de
percevejos Murgantia histrionica (Zahn et al., 2008) e Halyomorpha halys (Khrimian et al.,
2014a,b), agindo como feromonio de agregacao. Portanto, o fragmento com m/z 220 estaria
relacionado com a primeira perda de dgua (M'-18), enquanto o fragmento com m/z 202
representa a segunda desidratagdo (M'-36), sendo neste caso o ion molecular correto m/z 238.
Um ion com m/z 71 observado no espectro de massas provavelmente representa um fragmento
do epoxido (CsH70%), 2,2-dimetiloxirana. A fim de confirmar a identidade deste grupo de
moléculas, murgantiol foi sintetizado por meio da epoxidacdo do zingiberenol, seguindo o

procedimento descrito por Zahn et al., (2008) (Esquema 6).

m-CPBA
NaHCO
H,0, t.a.
HO | 3h, 64% HO o)
(21) (46)
'/‘ o@u
OH
(48)
0
HG 00U Cl
|\‘/r||/0

(47)
Esquema 6: Sintese do racemato do murgantiol (46) e mecanismo da formagao da mistura dos

isOmeros.
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A formagao de epoxidos utilizando o acido meta-cloroperbenzoico (m-CPBA, 21) ocorre
via um mecanismo concertado, como mostrado no Esquema 6. Tal mecanismo consiste no
ataque dos elétrons do orbital m do alceno na ligagdio O—O do perdxido, a qual ¢é fraca,
polarizada e eletrofilica. A ligagdo O—O é entdo rompida e realiza o ataque ao C sp’ do alceno
inicial, levando ao epéxido (46). No m-CPBA, uma nova ligagdo C=0 ¢ formada e os elétrons
n da antiga ligacdo carbonilica abstraem o proton (Clayden, J; Greeves, N; Warren, S., 2012),
liberando 4cido meta-clorobenzdico como subproduto (48).

Embora o zingiberenol apresente duas insaturagdes, apenas uma delas reage com
m-CPBA, caracterizando uma reacdo regiosseletiva. Isto ocorre porque, apesar da insatura¢ao
mais substituida ser mais estavel, nesse caso ela ¢ mais reativa quando comparada a liga¢ao
dupla (menos substituida) devido aos substituintes presentes. Os grupos alquilas ligados aos
carbonos 4’ e 5° do zingiberenol sdo doadores de elétrons, aumentando a energia dos elétrons
do orbital & da insaturacio (HOMO), fazendo com que o alceno torne-se mais nucleofilico e
ataque o orbital 6* da ligacdo O-O do peracido (LUMO). De forma inversa, o grupo hidroxila
proximo a insaturagdo presente no ciclo do zingiberenol tem um efeito indutivo retirador de
elétrons da insaturagdo, o que leva a um orbital ©# de menor energia (HOMO) da olefina,
dificultando o ataque nucleofilico destes elétrons no orbital o* da ligacdo O-O (Holleben, M.
L. A. e Schuch, C. M., 1997; Clayden, J., Greeves, N., Warren, S., 2012).

Ainda que murgantiol e zingiberenol ja tenham sido identificados para outras espécies de
percevejos como feromdnio de agregagao e sexual, respectivamente, esta € a primeira vez que
se descreve ambos compostos sendo encontrados na mesma espécie de inseto. Além destas
moléculas, outros sesquiterpenos e sesquiterpenoides t€ém sido descritos como feromonios em
pentatomides, tais como bisaboleno, bisabolol, f-sesquifelandreno e a-curcumeno (Khrimian,
et al. 2014a,b; Yang et al. 2019).

Os espectros de massas obtidos para estes trés compostos (13, 15 e 16) foram, na
realidade, relacionados a um produto de degradacdo do murgantiol, a qual ocorre durante o
processo de inje¢do e impacto eletronico no sistema CG-EM, como também ja descrito por
Zahn et al. (2008, 2012). Portanto, a estrutura do murgantiol foi indiretamente confirmada pelo
espectro de massas do produto de degradagdo e pela coinjecao dos isdmeros sintéticos cis- e
trans-murgantiol. Tal fato ndo anula nem mesmo impede a identificagdo dos compostos, visto

que a degradacao ocorreu tanto para os compostos naturais como para os isdmeros sintéticos.
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3.4.2 Determinag¢do da estereoquimica dos compostos 11 e 12 (zingiberenol)

Para determinar as configuragdes absolutas dos compostos 11 e 12, realizou-se a sintese
dos isdmeros (/ 'R)-zingiberenol, seguindo o mesmo procedimento experimental descrito para
a sintese do racemato, partindo do (R)-citronelol. Ja os isdmeros (/’S)-zingiberenol foram
cedidos pelo Professor Dr. Jocelyn Millar. O extrato dos machos de M. v-luteum foi submetido
a uma reacdo de desidratacdo a fim de formar os isdmeros do zingibereno, os quais foram
analisados por cromatografia gasosa em fase enantiosseletiva e comparados com o zingibereno
presente no 6leo essencial de gengibre, cuja configuracgao ja ¢ conhecida na literatura ((4R, 1 ’'S)-
zingibereno) (Kreiser e Korner, 1999). A desidratagdo dos compostos 11 e 12 gerou um unico
pico (Figura 15E), o qual apresentou o mesmo tempo de reten¢do do zingibereno presente no
6leo essencial de gengibre (Figura 15D), um dos isomeros presentes a partir da sintese do
racemato (Figura 15A) e um dos isdmeros gerados na desidratacdo do (/°S)-zingiberenol
(Figura 15C). Estes dados indicaram que a configuragdo relativa dos carbonos 4 ¢ 1° dos

compostos naturais 11 e 12 eram R e S, respectivamente.

Figura 15: Comparagao entre o perfil cromatografico em fase gasosa e coluna capilar com fase
estaciondria quiral de: zingiberenos racémicos (A); zingiberenos da desidratagao dos isdmeros
cis- e trans-(1’'R)-zingiberenol (B); zingiberenos da desidratacao dos isdmeros cis- e trans-
(1°S)-zingiberenol (C); (4R,1°S)-zingibereno presente no Oleo essencial de gengibre (*
curcumeno presente no 6leo essencial de gengibre) (D); e zingibereno produzido pela

desidratacdo do extrato natural de machos da espécie M. v-luteum (E).
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O composto 11 apresentou o mesmo tempo de retencdo que um dos isOmeros cis-
zingiberenol, enquanto o composto 12 coeluiu com um dos isdmeros do trans-zingiberenol.
Desta forma, sabendo que os compostos 11 e 12 apresentaram configuragdo S e R para os
carbonos 1’ e 4, respectivamente, pode-se atribuir a estereoquimica do centro quiral presente
no carbono 1 para ambos os compostos. Assim, o composto 11 apresenta a estrutura do
estereoisdmero cis-(/R,4R, 1’S)-zingiberenol, enquanto o composto 12 apresenta a estrutura do
estereoisdmero trans-(1S,4R, 1°S)-zingiberenol.

Este trabalho descreve pela primeira vez o composto (/R,4R, I °S)-zingiberenol (11) como
produto natural, enquanto o composto 12 ¢ o mesmo estereoisomero descrito para a espécie O.

poecilus (Oliveira et al., 2013).

3.4.3 Determinag¢do da estereoquimica dos compostos 13, 15 e 16 (murgantiol)

Para determinar a estereoquimica dos isdmeros do murgantiol foi utilizado um
procedimento similar ao descrito para os isomeros do zingiberenol. O extrato natural dos
machos assim como os isdmeros resultantes da sintese do racemato do murgantiol foram
submetidos a uma reagdo de desidratacdo. O zingibereno do o6leo essencial de gengibre foi
epoxidado e os epoxi-zingiberenos resultantes foram analisados e comparados por

cromatografia gasosa em coluna capilar com fase enantiosseletiva (Figura 16).

W
W,

ML c
A D

T T T T T T T
113 114 115 116 117 118 119  min

1

Figura 16: Comparacao entre o perfil cromatografico em coluna capilar com fase estacionaria
quiral de epoxi-zingiberenos racémicos (A); (1°S)-epoxi-zingiberenos sintetizados a partir do
(1°S)-murgantiol (B); epoxi-zingiberenos sintetizados a partir do 6leo essencial de gengibre
(C); e epoxi-zingiberenos gerados na desidratagdo do extrato natural de machos da espécie M.

v-luteum (D).
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Desta forma, pode-se concluir que a configuracao dos estereocentros localizados nos
carbonos 1’ e 4 presentes nos compostos 13, 15 e 16 sdo, respectivamente, S e R, visto que os
isomeros dos epoxi-zingiberenos gerados a partir da desidratacdo do extrato natural
apresentaram os mesmos tempos de retencdo que os epoxi-zingiberenos provenientes do 6leo
essencial.

As misturas de isoOmeros cis- e trans-zingiberenol foram epoxidadas separadamente
utilizando m-CPBA levando a misturas dos isomeros cis- e trans-murgantiol e, estas foram
analisadas por cromatografia gasosa. As analises revelaram que o tempo de retencdo dos
compostos 13 e 15 foram iguais aos dos isdmeros cis-murgantiol, enquanto o composto 16
pertence ao grupo dos isomeros trans-murgantiol (Figura 13D e 13E). Desta forma, pode-se
concluir que os compostos 13 e 15 apresentam configuragdo relativa (/R,4R,1°S,4’R/S),
diferindo apenas na estereoquimica do carbono 4’ do anel epoxido. J& o composto 16 apresenta
configuragdo relativa (IS,4R,1°S,4’R/S). A estereoquimica do anel epdxido dos 3
estereoisdmeros foi determinada via micro-derivatizacdes das fragdes cis- e trans-zingiberenol
separadamente com AD-mix-a ¢ AD-mix-f, os quais levam a formacao de epodxidos
majoritariamente R e S, respectivamente (Khrimian et al., 2015). A resolu¢do dos 8
estreoisomeros do (/’S)-murgantiol foi realizada em coluna de fase quiral f-DEX-325, sendo
possivel observar os 8 picos correspondentes no cromatograma e, a partir da comparagdo dos
tempos de retencao dos isomeros do murgantiol sintetizados com ambos AD-mix, foi possivel

determinar a estereoquimica dos compostos 13, 15 e 16 (Figura 17).
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Figura 17: Comparagdo entre os perfis cromatograficos em fase estaciondria quiral (coluna
capilar S-DEX-325) dos isdmeros (1’S)-murgantiol (A); isdmeros cis-(1’S,4’R)-
murgantiol (B); isomeros cis-(1°S,4’S)-murgantiol (C); isdmeros trans-(1’S,4’R)-
murgantiol (D); isdmeros trans-(1°S,4’S)-murgantiol (E); volateis naturais produzidos por

individuos machos de M. v-luteum (F).

O composto 13 apresentou o mesmo tempo de retencdo que um dos isOmeros cis-
(1’S,4°R)-murgantiol (Figura 17B), indicando que a estereoqiiimica do carbono 4’ desta
estrutura ¢ definida como R. Desta forma, o composto 13 foi identificado como
(IR,4R,1°S,4’R)-murgantiol. J& o composto 15 foi identificado como sendo o isdmero
(IR,4R,1°S,4°S)-murgantiol, visto que o tempo de elui¢do da coluna foi o0 mesmo que um dos
isomeros cis-(1’S,4’S)-murgantiol (Figura 17C). Por fim, o composto 16 teve o mesmo
tempo de retencao de um dos isdomeros trans-(1’S,4’S)-murgantiol, permitindo atribuir sua

estrutura como sendo (/§,4R,1°S,4’S)-murgantiol (Figura 17E).
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3.4.4 Testes de bioensaio em olfatometro em Y

Ap6s a identificagdo das estruturas dos compostos volateis macho-especificos da espécie
M. v-luteum, testes de bioensaio em tubo em Y foram realizados. Os individuos machos e
fémeas adultos e virgens de M. v-luteum foram atraidos para o extrato natural de machos
quando testados contra o controle (hexano e dieta natural — d.n.) (fémeas: P<0,001 e machos:

P=0,05) (Figura 18).

B Extrato natural de machos+d.n.

[J  Controle (hexano +d.n.)

T
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Figura 18: Respostas comportamentais de machos e fémeas adultos e virgens para o extrato
de machos de M. v-luteum e dieta natural (d.n.) versus controle (hexano) em olfatometro em

Y. (*) diferenca estatisticamente significante, P<0,05).

Os bioensaios empregando compostos sintéticos isolados mostraram que fémeas e
machos foram atraidos para (/ 'S)-zingiberenol quando testado contra hexano (fémeas: P=0,001
e machos: P=0,01). Entretanto, nos bioensaios com (/’S)-murgantiol, apenas as fémeas foram
atraidas para o composto sintético (P=0,002), sendo a resposta dos machos ndo diferente

quando comparada ao hexano (P=0,422) (Figura 19).

B (1’S)-Zingiberenol
B (1°5)-Murgantiol

Fémeas O Controle (hexano)

Numero de insetos

Figura 19: Respostas comportamentais de bioensaios em olfatdmetro em Y com machos e
fémeas virgens da espécie M. v-luteum frente a (/’S)-zingiberenol e (/’S)-murgantiol versus
controle (hexano). (*) Diferenca estatisticamente significativa, P<0.05. (ns) Diferenca

estatisticamente ndo significativa, P>0.05.
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Os testes empregando uma mistura binaria de (/’S)-zingiberenol e (/’S)-murgantiol
frente ao hexano mostraram atratividade para machos (P=0,004) e fémeas (P=0,004). Por outro
lado, quando a mesma mistura foi testada contra (/’S)-zingiberenol, apenas foi observada a
atragdo para as fémeas (P<0,001) para a mistura, enquanto os machos ndo mostraram distingao

entre os dois odores (P=0,26) (Figura 20).

Fémeas

Machos m (1°S)-Zingiberenol+(1’°S)-Murgantiol
O Controle (hexano)
Fémeas m (1°S)-Zingiberenol

1 1 J I I T T T I

20 15 10 5 0 5 10 15 20
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Figura 20: Respostas de machos e fémeas virgens de M. v-luteum para a mistura de (/°S)-
zingiberenol e (/’S)-murgantiol (na proporc¢ao 6:4) versus o controle (hexano) (barras acima
da linha pontilhada) ou (/’'S)-zingiberenol (barras abaixo da linha pontilhada) em bioensaios
em olfatdbmetro em Y. (*) Diferenca estatisticamente significativa, P<0.05. (ns) Diferenca

estatisticamente ndo significativa, P>0.05.

Compostos macho-especificos sdo frequentemente emitidos por hemipteras para atrair
fémeas ou ambos os sexos (Aldrich ef al., 1991; Bergmann et al., 2009; Blassioli-Moraes et
al., 2008). Em M. v-luteum foi observado que os compostos macho-especificos desencadeiam
diferentes comportamentos; os bioensaios sugeriram que os isomeros de zingiberenol
provavelmente agem como feromonio de agregacdo, atraindo ambos os sexos, enquanto
murgantiol ¢ responsavel pela atragdo apenas das fémeas. Assim, um aparente sinal quimico
bifuncional resulta da combinag@o destes produtos naturais, representando um feromonio de
agregacdo-sexual. Uma situacdo similar ocorre no percevejo da espécie Piezodorus hybneri,
onde os machos produzem trés compostos sexo-especificos. Para esta espécie, os testes em
olfatdmetro mostraram que ambos os sexos foram atraidos pela mistura dos compostos
sintéticos € que machos apresentaram um comportamento pré-copulatdrio em resposta ao

feromonio (Leal et al., 1998).
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Pentatomideos pertencentes a tribo Capricorini geralmente compartilham das mesmas
plantas hospedeiras (Garbelotto e Campos, 2014). T. limbativentris geralmente alimenta-se de
plantas da familia do arroz em estagio vegetativo, enquanto M. v-luteum ¢é relatado em arroz e
grama no estagio de formagdo da semente (Ferreira e Martins, 1984; Ferreira et al., 2001). O.
poecilus e M. v-luteum sdo proximamente relatados e t€ém sido encontrados alimentando-se do
mesmo estagio de plantas de arroz (Ferreira et al. 2001; Rolston, 1978). Estas trés espécies de
percevejos produzem e sdo atraidos por zingiberenol, mas este composto ocorre em diferentes
misturas e aparentemente desempenham diferentes papéis como feromoénio sexual ou de
agregacdo nestas espécies. Embora as espécies produzam o mesmo composto, um periodo
diferente de alimentacao (para 7. limbativentris) e uma mistura diferente de compostos (M. v-
luteum) pode evitar uma possivel atracao interespecifica. Somado a isso, sinais vibracionais e
a estereoquimica dos compostos podem desencadear papéis importantes nos habitos de vida
dos pentatomides (Cokl e Borges, 2017; McBrien et al., 2002; Virant-Doberlet e Cokl, 2004).

Os bioensaios com os isomeros do murgantiol atrairam apenas as fémeas de M. v-luteum,
demonstrando seu papel como feromonio sexual. O mesmo composto ¢ também produzido
pelos machos da espécie M. histrionica e H. halys, mas nestas espécies o murgantiol age como
feromonio de agregacdo (Zanh et al., 2008). Em percevejos da subordem HEMIPTERA, um
cenario similar pode ser observado para o sesquiterpeno frans-o-bergamoteno. Este composto
foi identificado como feromonio sexual em Leptoglossus zonatus (Inoue et al. 2019), enquanto
em Dolycoris baccarum, o mesmo composto foi descrito como feromonio de agregacao (Yang

etal., 2019).
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3.5 CONSIDERACOES FINAIS

Para a espécie M. v-luteum, foram detectados seis compostos macho-especificos,
identificados como os sesquiterpenoides sesquipiperitol, (1S,4R,1°S)-zingiberenol,
(1R,4R,1°S)-zingiberenol,  (/R,4R,1’S,4’R)-murgantiol, (/R,4R,1’S,4’S)-murgantiol e
(1S,4R,1°S,4’S)-murgantiol, os quais agem como feromonio sexual-agregacao. Desta forma, o
uso destes compostos em armadilhas ¢ uma possibilidade para o controle populacional da
espécie. Esta é a primeira vez que todos estes compostos sdo relatados juntos em machos de
uma mesma espécie. A determinagdo da configuracdo absoluta dos isdmeros do zingiberenol e
murgantiol foi realizada por diferentes métodos, ndo necessitando a sintese isolada de cada um

dos isdmeros.
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4. CONCLUSAO

O estudo com ambas as espécies de percevejos, O. leucoptera e M. v-luteum, contribui
com o conhecimento acerca da ecologia quimica desses insetos quanto a sua comunicagao ¢
comportamento.

A elucidacdo estrutural foi possivel a partir de analises de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas e espectroscopia na regido do infravermelho. Os compostos
puderam ter sua estrutura confirmada por meio da sintese de compostos de referéncia, atrelada
a comparacao de tempos de retengdo e espectros de massas e infravermelho.

Para O. leucoptera, destaca-se a identificacdo do primeiro feromonio sexual da familia
Scutelleridae, (R)-canfora e (R)-borneol. Ainda se verificou que os compostos defensivos sao
também, em sua grande maioria, produzidos por ambos 0s sexos € por outras espécies de
percevejos. (R)-a-terpineol foi detectado apenas nas glandulas metatoracicas dos machos,
sugerindo tratar-se de um intermediario sintético para o feromonio.

O trabalho com M. v-luteum mostrou que machos desta espécie produzem diferentes
isomeros de zingiberenol e murgantiol, além de sesquipiperitol. Os dois primeiros ja foram
identificados de forma isolada em outras espécies de pentatomideos, porém esta ¢ a primeira
vez que sdo detectados em individuos de uma mesma espécie. Embora ndo tenham sido
sintetizados todos os isomeros isolados dessas moléculas, foi possivel determinar as suas

estereoquimicas a partir de métodos alternativos.
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6. ANEXO I - ESPECTROS E CROMATOGRAMAS DO CAPITULO I
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Figura 21. Espectros de massa na regido do infravermelho dos compostos (3) e (4) produzidos
na MTG de Orsilochides leucoptera. A) Espectro de massas do composto 2-(E)-hexenal (3).
B) Espectro na regido do infravermelho do composto 2-(E)-hexenal (3). C) Espectro de massas
do composto (E)-4-oxo-2-hexenal (4). D) Espectro na regido do infravermelho do composto

(E)-4-ox0-2-hexenal (4).
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Figura 22. Espectros de massa na regido do infravermelho dos compostos (5) e (6) produzidos
na MTG de Orsilochides leucoptera. A) Espectro de massas do composto acetato de (£)-hex-
2-enila (5). B) Espectro na regido do infravermelho do composto acetato de (E)-hex-2-enila
(5). C) Espectro de massas do composto (R)-3,7-dimethyl-oct-6-en-3-0l (6). D) Espectro na

regido do infravermelho do composto (R)-3,7-dimetil-oct-6-en-3-ol (6).

84



93

121 136

’1 107
K el 1l i, Il 103 1152 43,
b ° 500 750 100.0 1250

0,20 -

OH
0,16 - (7)
0,12 -

0,08 -

Absorbance

0,04

0,00 -

4000 3500 3000 2500 2000

C 55

1001 44
69

sl_‘.|| B9 "B 139 154 182
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 \V\/\/\/\/\/

d ©)

0,06 +

018

0,04
0,02 4

oo

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Absorbance

I‘“S
- -
- -

Wavenumber (cm™)

Figura 23. Espectros de massa na regido do infravermelho dos compostos (7) e (9) produzidos
na MTG de Orsilochides leucoptera. A) Espectro de massas do composto (R)-a-terpineol (7).
B) Espectro na regido do infravermelho do composto (R)-a-terpineol (7). C) Espectro de
massas do composto 1-trideceno (9). D) Espectro na regiao do infravermelho do composto 1-

trideceno (9).
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Figura 24. Analises cromatograficas para determinagdo da configuragdo do composto natural
(R)-linalool (6).
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Figura 25. Analises cromatograficas para determinacdo da configuracdo do composto natural
(R)-a-terpineol (8).
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Figura 26 Andlises cromatograficas de: A) mistura de isoborneol e borneol racémicos obtidos
pela reducdo da canfora racémica; B) mistura de (R)-isoborneol (a) e (R)-borneol (c) obtidos
pela reducdo da (R)-canfora; C) mistura de (S)-isoborneol (b) e (S)-borneol (d) obtidos pela

reducdo da (S)-canfora; D) extrato natural de machos.
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7. ANEXO IV — ESPECTROS DO CAPITULO II
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Figura 27. Espectro de massas do composto 3,7-dimetiloct-6-enal (citronelal) (18).
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCI3, TMS) do composto 3,7-dimetiloct-6-
enal (citronelal) (18).
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Figura 29. Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135 (superior) do composto
3,7-dimetiloct-6-enal (citronelal) (18).
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Figura 30. Espectro de massas do composto 3,7-dimetil-2-metileno-oct-6-enal (19).
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, TMS) do composto 3,7-dimetil-2-

metileno-oct-6-enal (19).
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Figura 32. Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135 (superior) do composto
3,7-dimetil-2-metileno-oct-6-enal (19).
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Figura 33. Espectro de massas do composto 4-(6-metilhept-5-en-2-il)cicloexen-2-ona (20).
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, TMS) do composto 4-(6-met11hept-5-

en-2-il)cicloexen-2-ona (20).
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Figura 35. Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135 (superior) do composto 4-

(6-metilhept-5-en-2-il)cicloexen-2-ona (20).

93



100! 69 119
75|
93
50,
41

204

0 \H m“\‘ 1?1 \ 1§9 20%

50 100 150 200

Figura 36. Espectro de massas do composto 4-[1,5-dimetilhex-4-enil]-1-metilciclohex-2-en-

1-ol (zingiberenol) (21).
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3;, TMS) do composto 4-[1,5-dimetilhex-
4-enil]-1-metilciclohex-2-en-1-ol (zingiberenol) (21).
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Figura 38. Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDCIl3) e DEPT 135 (superior) do composto 4-
[1,5-dimetilhex-4-enil]-1-metilciclohex-2-en-1-o0l (zingiberenol) (21).
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Figura 39. Espectro de massas do composto 4-[5°-(5’,5’-dimetiloxiran-4’-il)-1’-metilpropil]-

I-metilciclohex-2-en-1-ol (murgantiol) (15).
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, TMS) do composto 4-[5-(5°,5’-

dimetiloxiran-4’-il)-1’-metilpropil]-1-metilciclohex-2-en-1-o0l (murgantiol) (15).
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Figura 41. Espectro de massas do composto 3-metil-6-(6-metilhept-5-en-2-il)ciclohex-2-enol

(sesquipiperitol) (14).
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