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RESUMO

SINTESE DO FEROMONIO SEXUAL E RESPOSTAS ELETROFISIOLOGICAS

FRENTE AO OLEO ESSENCIAL DE Psidium guajava DE Thyrinteina arnobia

O entendimento do papel e da acdo de substancias quimicas no
comportamento de organismos se da através do estudo dos compostos
(semioquimicos) envolvidos nos diferentes niveis de interacdo. No caso de insetos o
estudo permite identificar quais compostos estdao envolvidos na comunicagao entre
individuos e o posterior uso destes de uma maneira racional no controle de insetos-
praga. A lagarta parda, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae),
€ considerada no Brasil uma importante praga de plantas nativas, como Psidium
guajava, e exoticas, como espécies de Eucalyptus. Os danos sdo causados através
da desfoliagdo das arvores, devido ao ataque de lagartas do tipo mede palmos.
Neste trabalho a sintese racémica do 3,4-epoxi-Z6,Z9-eneicosadieno, componente
do feroménio sexual de T.arnobia, foi realizada em 11 etapas com rendimento global
de 27%. Analise eletroantenografica (EAG) deste composto, na concentracado de
100mg/mL, frente a antenas de machos e fémeas de T. arnobia apresentou resposta
similar para ambos o0s sexos. Este composto sera empregado em estudos
posteriores comportamentais de laboratério e campo que permitirdo entender sua
acao no comportamento deste inseto. Realizou-se também neste trabalho a extragao
de dleo essencial de folhas de goiabeira branca silvestre (P. guajava), através da
destilagdo por arraste de vapor, com o intuito de determinar sua acgao
eletrofisiologica frente a T. arnobia. Observou-se que folhas jovens e maduras de
goiabeira sao diferentes em relagdo a composicao das substancias presentes nas
folhas. As amostras de 6leo essencial analisadas através de EAG frente a antenas
de machos e fémeas de T. arnobia mostraram-se bioativas, podendo ser utilizadas
em estudos posteriores de identificacdo de cairoménios. Confirmada a agao atrativa
destas substancias nos insetos, seu uso em programas de monitoramento e controle

desta praga podem se tornar de extrema importancia.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF THE SEX PHEROMONE AND ELECTROPHYSIOLOGICAL

RESPONSES TOWARDS THE Psidium guajava ESSENTIAL OIL OF Thyrinteina arnobia

The study of semiochemicals involves the knowledge of different
interaction levels between organisms and allows us to understand communication
mechanisms and the action of specific compounds in the insect behavior. The
eucalyptus-brown-looper, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae) is considered an important pest in Brazil for native plants, as Psidium
guajava, and exotic plants, as for example Eucalyptus species. This work describes
the racemic synthesis of T. arnobia sex pheromone, 3,4-epoxy-6,9-heneicodiene, in
11 steps and 27% overall yield. The synthesized compound, tested by
electroantennography (EAG) with male and female antennae at concentration of
100mg/mL, demonstrated identical bioactivity for both sex. We also obtained
essential oils from leaves of wild white guava (P. guajava), by steam distillation, in
order to investigate its electrophysiological action in T. arnobia. It was observed that
the composition of young and old leaves of guava is different. Nevertheless, the EAG
essential oil analyzes towards male and female antennae have shown that they are
very bioactive. The synthetic pheromone and the kairomones isolated from the
essential oil may allow us to understand the action of these substances in the insect
behavior, through laboratory and field tests observation. Confirmed the substances

attractive actions, their use in pest management will become very important.
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1 INTRODUCAO

A perda de biodiversidade pela acdo do homem é um consenso entre
especialistas ambientais. Somada aos efeitos do desmatamento, do declinio na
qualidade de habitats naturais e a mudangas climaticas, essa perda é
particularmente enorme em florestas e matas que abrigam mais da metade das
especies de plantas e de animais terrestres, e em diversos outros sistemas.

A destruicdo de ecossistemas visando o uso da area para a obtencao
de grandes pastagens, plantacbes e para a construcdo de cidades sem
planejamento, favorece muitas vezes o isolamento de algumas espécies animais e
vegetais, as quais podem chegar a altos niveis populacionais ou em outros casos a
dizimagdo, uma vez que todo o equilibrio do sistema foi quebrado. Assim,
populagdes de organismos antes mantidos a niveis baixos e controlados, tornam-se
incontrolaveis causando diversos prejuizos a diversos setores da sociedade.

Esta perda sem precedentes de biodiversidade tem efeitos dramaticos
dentro do funcionamento de ecossistemas, ainda que o amplo numero de espécies
envolvidas e as complexas interagcdes presentes tornem dificil a obtencdo de
conclusdes gerais. Porém, um novo consenso esta surgindo, no qual tanto a
variedade de espécies quanto a composicao destes sistemas sao importantes para o
funcionamento de variados ecossistemas (JACTEL & BROCKERHOFF, 2007).

Visando a produc¢do massificada de produtos agricolas e um grande
lucro através da mecanizacado de plantagdes, o sistema atualmente mais utilizado,
em diversas localidades, para a produgéo agricola é o plantio de monoculturas em
larga escala. Este processo de produgéo, ndo s6 acarreta danos ao meio ambiente e
a pequenos produtores rurais, como também acaba por maximizar a acao de
insetos-praga presentes nestas culturas, pois a diminuicdo da diversidade de
vegetacdo em uma plantacdo (“plantio em monocultura® geralmente aumenta
populacdes de insetos quando comparadas a mecanismos de producao através de
policulturas (“intercropping”) (BUKOVINSZKY et al., 2004).

Assim, a competicao por alimentos entre o0 homem e os insetos tem
levado a uma grande batalha quase sempre perdida pelo primeiro (FERREIRA &
VIEIRA, 1997), pois 0s insetos sdo os maiores competidores do homem, no que diz

respeito a alimentacgao, ja que estes sao responsaveis pela destruicao de 13 a 20%
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dos alimentos produzidos antes da colheita e, depois dela, de 5 a 10% do restante
armazenado.

Nesta disputa, o homem tem recorrido, principalmente, ao uso de
agrotoxicos tradicionais, cujo uso pode ser dividido em dois periodos: o periodo pré-
guerra (antes de 1939) e o periodo pods-guerra (ap6s 1939). O ano de 1939 marca
uma brusca transigdo na metodologia do controle de pragas com a descoberta das
propriedades agrotoxicas do DDT (FIGURA 1.1), utilizado por anos, salvando mais
vidas de doencas, pestes e fome que qualquer outro empreendimento humano
(SIMONELLI, 1989).

Cl
Cl Cl

Cl : : Cl

FIGURA 1.1: Estrutura quimica do DDT, dicloro-difenil-tricloroetano.

Deste modo, freqientemente, o controle de insetos praga é realizado
através do uso de inseticidas (organoclorados e/ou fosforados), porém esses
apresentam uma série de inconvenientes tais como o alto custo, riscos de
intoxicagao, residuos em alimentos, desenvolvimento de resisténcia das pragas,
surgimento de pragas secundarias e principalmente a contaminagcdo ambiental
(MOREIRA, 2003).

Estima-se que, no Brasil, cerca de 2,5 a 3 milhées de toneladas de
agrotoxicos sao utilizados a cada ano na agricultura, envolvendo um comércio de
cerca de US$ 20 bilhdes, ocupando o quarto lugar no ranking dos paises
consumidores de agrotéxicos (MOREIRA et al., 2002). No Brasil, o consumo desses
produtos encontra-se em franca expansao, o pais foi responsavel pela venda de
cerca de US$ 1.2 bilhdes em inseticidas no ano de 2005, envolvida em um comércio
estimado, de defensivos agricolas, em cerca de US$ 4.2 bilhdes (SINDAG).

A solucdo ideal para o controle de insetos-praga esta vinculada ao
desenvolvimento de agentes altamente especificos, que venham a atingir apenas as
espécies alvo, eliminando os efeitos negativos causados por inseticidas (ZARBIN &

CORREA, 1998). Sob tais aspectos o uso de semioquimicos no controle de insetos
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ocupa lugar de destaque, sendo de extrema importancia compreender como ocorre
a comunicagao quimica entre organismos e quais 0s mecanismos evolvidos nestas
diferentes interacoes.

A comunicacédo olfativa de insetos tem sido constantemente estudada
nestes ultimos 45 anos. Em 1959, um fato marcante no século XX relacionado a
biologia de insetos, foi a identificagdo do bombicol (FIGURA 1.2), feromdnio sexual do
bicho da seda, Bombyx mori. Durante este periodo, ferombénios e outros

semioquimicos foram identificados para um grande numero de espécies de insetos.

FIGURA 1.2: Estrutura quimica do bombicol, Z12,E10-16:0H.

Atualmente, em muitos paises, semioquimicos sdo usados direta ou
indiretamente no controle de pragas, sendo esperado, para os proximos anos, um

rapido crescimento na aplicagao destes compostos (Boo et al., 2005).
1.1 SEMIOQUIMICOS

A comunicagao entre organismos vivos € realizada através do uso de
sinais tateis, visuais, sonoros e quimicos. Dentre esses meios, a comunicaciao
quimica (mensageiros quimicos) ocorre por todo o reino animal e vegetal.

O termo normalmente utiizado para estas substancias ¢é
semioquimicos. O termo infoquimicos, ao invés de semioquimicos, leva em
consideragdo o carater benéfico ou prejudicial, do ponto de vista evolutivo, das
substancias quimicas nas interagdes troficas.

O termo semioquimico é utilizado para qualquer substancia quimica
envolvida na comunicagado entre organismos, sendo subdividido em feromdnios e
aleloquimicos. Este ultimo atua entre diferentes espécies e € dividido em dois tipos:
alomdnios e cairoménios (FIGURA 1.3).

Alomoénios s&o sinais quimicos que quando emitidos apresentam
vantagem para o organismo emissor (e.g. secrecboes de defesa) e cairomoénios séo
compostos que, ao serem emitidos, beneficiam o organismo receptor (e.g. secregoes

que podem ser detectadas por um parasita ou predador) (HOWSE et al., 1998).
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Semioquimicos

Acao Intraespecifica Acao Interespecifica
Feromonios _ /\ B
Beneficia o Beneficia o
/\ receptor emissor
Desencadeador Preparador Cairomdnios Alomonios
Alarme Maturacéao Toxinas Secregdes de
Sexual Desenvolvi- Metabdlicos defesa
Agregacao mento Localizacao Repelentes
Oviposigao Estagio de Esséncias
Trilha fisiologico hospedeiro
Territorial Esséncias

FIGURA 1.3: Categorias de semioquimicos (HOWSE et al., 1998).

Os sinais emitidos por meio de feroménios podem atuar de forma
prolongada na fisiologia e desenvolvimento dos insetos e, neste caso, sao
denominados de preparadores ou podem provocar mudanga imediata no
comportamento dos individuos, sendo assim denominados desencadeadores.

A ecologia quimica de insetos abrange um ambiente invisivel onde os
semioquimicos sdo os principais fatores que regulam o acasalamento e a
localizac&do de hospedeiros para um milhdo, ou mais, de espécies. As concentracdes
bioldgicas eficientes destes semioquimicos nos receptores da antena variam entre
107"° e 107 pg. Estes baixos niveis de substancias sdo praticamente indetectaveis
através da microquimica convencional, e podem ser medidos somente por ensaios
comportamentais e por analises eletroantenograficas que s&o técnicas da ordem de
100 a 10000 vezes mais sensiveis que cromatografia gasosa. Apés mais de 40 anos
de estudos, foram identificados os feromdnios sexuais de apenas 1300 espécies de

insetos (cerca de 0,1%) (METCALF, 1998).
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As substancias envolvidas na comunicagdo quimica entre insetos séo
isoladas em pequenas quantidades, o que torna extremamente laboriosa a
determinacdo de suas estruturas. Dai a importdncia da sintese organica,
possibilitando a obtencdo dessas substancias em quantidades suficientes para
efetuar testes biolégicos laboratoriais e de campo, permitindo determinar
inequivocadamente a estrutura quimica da substéncia isolada, a configuragao

absoluta dos compostos bioativos e sua agdo nos organismos.

1.2 CONTROLE RACIONAL DE PRAGAS

Para o desenvolvimento de um sistema de monitoramento de insetos-
praga, baseado em semioquimicos, € importante definir desde o inicio o propdsito
para o qual o sistema sera usado. O uso final do sistema, em muitos casos,
determina qual tipo de monitoramento deve ser escolhido. Fatores comerciais e
cientificos também devem ser levados em conta na definigdo do objetivo (HOWSE et
al., 1998).

Dentre as inumeras possibilidades de utilizagdo de semioquimicos em

programas de gerenciamento de pragas pode-se citar:

¢ Monitoramento: particularmente utilizada para determinar o grau de infestagdo da
populacdo de insetos presentes em areas especificas através do uso de

semioquimicos atraentes.

e Captura em Massa, Atrai e Mata e Interrupcdo de Acasalamento: utilizadas no
controle de insetos em areas de interesse através do uso de semioquimicos

atraentes.

e Repeléncia e “Push and Pull”: utilizadas na remog¢ao da populagdo de insetos
presentes em determinadas areas através do uso de semioquimicos atraentes,

repelentes, inibidores e anti-alimentares.

Existe grande interesse na utilizacdo de diferentes técnicas de controle
racional de pragas uma vez que na pratica apresentam bons resultados. Exemplo

disto pode ser observado no caso de plantagdes de algodao que sao infestadas por
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mais de trinta diferentes pragas pertencentes as ordens Lepidoptera e Coleoptera
que causam perdas econdmicas todos os anos.

No controle integrado de pragas do algoddo, os feromdbnios sé&o
considerados componentes essenciais, pois sdo utilizados na deteccdo do nivel
critico populacional dos insetos (monitoramento) e na interrupcdo do acasalamento,
como uma repressao da populagdo. Feroménios da maioria das pragas do algodé&o
ja foram identificados e mostram-se, nas areas de cultivo, efetivos economicamente
e nao agressivos ao ambiente (TAMHANKAR et al., 2000).

No Brasil o bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis, tem sido
detectado por meio de armadilhas de feroménio desde 1983. Levantamentos
populacionais tém sido realizados, visando informagdes sobre o comportamento da
praga e sua sincronia com a fase suscetivel da lavoura e sua sobrevivéncia na
entre-safra. As armadilhas tém sido utilizadas em manejo integrado de praga (MIP),
juntamente com plantas-isca, outras medidas culturais e com inseticidas seletivos.

Um dos feromdnios mais utilizados no pais nos ultimos dez anos tem
sido o do bicho-do-fumo, Lasioderma serricorne, o primeiro feromdnio
comercializado no pais. Para a atracdao deste inseto, além do feromobnio, é
empregado um atraente alimentar, que, adicionado a armadilha tem a finalidade de
tornar o produto mais eficiente. O feroménio vem sendo utilizado desde 1986 no
monitoramento deste inseto em armazéns de fumo nas principais regides produtoras
do pais, incluindo navios de exportagao do produto (BENTO, 2007).

Existem diversos resultados positivos relatados para o uso de
semioquimicos no manejo integrado de pragas; em areas de reflorestamento, em
plantagdes de alimentos, em controle “indoor” de pragas, etc. Porém o uso mais
eficiente, atualmente, de feromdnios no controle de pragas é através da interrupgéao
de acasalamento, um dos exemplos mais bem sucedidos da técnica € 0 uso em
pomares produtores de macas.

A interrupcdo de acasalamento se tornou um excelente método de
controle da Cydia pomonella, praga importante de pomares de maca, sendo
utilizado, em 160 000 hectares em todo o mundo. Pomares tratados com mais de
100 gramas do feroménio sintético por hectare, sdo eficientemente protegidos contra
a acao da praga durante as estagdes de desenvolvimento. Este pratico tratamento
para a C. pomonella é realizado em boa hora uma vez que a praga ja se tornou

resistente a varios inseticidas (WITZGALL et al. 2008).
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1.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE SEMIOQUIMICOS

A investigagdo de semioquimicos normalmente comega com a
observacdo do comportamento de insetos no campo, preferencialmente no seu
habitat natural. A segunda etapa € a constru¢cdo de um método que reproduza o
comportamento do inseto no laboratério, encontrando aspectos apropriados para
medi-lo.

Segundo Howse et al. (1998), a escolha de um método de isolamento e
extracdo de um semioquimico depende do inseto estudado, do numero de insetos
disponiveis e do tipo de sistema feromonal, (e.g. trilha, alarme, oviposi¢ao), porém

0s maiores problemas relacionados a todos os métodos séo:

¢ Quantidade: na maioria das vezes os compostos sdo encontrados em pequenas

quantidades, com isso a perda de atividade pode ser muito alta.

e Mudancgas Quimicas: podem ocorrer devido a processos de aeragdo (oxidagéo),

tratamentos com acidos e bases, acdo enzimatica, etc.

e Contaminacgao: impurezas presentes em solventes, vidrarias, materiais plasticos,
etc., que muitas vezes podem interferir ndo sé na identificacdo, mas também na

atividade.

E importante a identificacdo de semioquimicos, em especial a
identificacdo da composicdo de feromobnios sexuais para populagdes de insetos em
regides especificas, até mesmo para espécies onde o feroménio sexual ja foi
identificado em outras regides, pois variagbes geograficas e diferengas inter-
populacionais na composi¢cdo do feromdnio sexual ndo sdo incomuns (Boo et al.,
2005).

1.3.1 Extracéo de substancias bioativas de insetos

No caso de isolamento de feromonios de insetos duas técnicas podem

ser usadas: a) extragao por solvente das glandulas que secretam o feroménio —
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normalmente essas glandulas estdo situadas na parte posterior do abdémen do
inseto; b) extragdo pelo processo de adsorgao, que é feito por camaras especiais e
mecanismos que permitem a passagem continua de ar, o qual ira arrastar consigo
toda substancia volatil emitida pelo inseto, incluindo o feroménio que sera adsorvido
em um suporte especial (carvao ativado, Porapak-Q, Tenax). A dessorgéo destas
substancias pode ser realizada através do uso de solventes.

A extragdo de material biolégico (glandulas) tem como vantagem
fornecer rapidamente quantidades apreciaveis de material para o trabalho. No
entanto, a maior vantagem desta técnica € a possibilidade de se fazer varias
analises, tais como eletroantenografia (EAG), cromatografia gasosa acoplada a
detector eletroantenografico (CG-EAD), cromatografia acoplada a espectrobmetro de
massas (CG-EM) de uma mesma amostra.

Outra técnica também muito utilizada é a micro-extragcao em fase sélida
(SPME). Trata-se de uma fibra de silica fundida que ao ser exposta as amostras
aquosas ou gasosas permite a adsorgdo das substéncias sobre a sua superficie, a
qual é recoberta com uma fase estacionaria apropriada. A dessorcado € realizada
através do aquecimento da fibra quando esta é inserida em um CG, assim, os
analitos termicamente dessorvidos sao separados através da coluna capilar.

Técnicas de isolamento de semioquimicos por “headspace” estdo
sendo hoje em dia muito utilizadas, principalmente por serem compativeis com
diferentes matrizes (ar e &gua), ajustadas a muitos instrumentos analiticos,
susceptiveis ao uso no campo e por diminuirem os efeitos da matriz sobre a amostra
minimizando etapas de purificacao.

Basicamente podem ser classificados dois modos de “headspace”.
Uma primeira categoria que envolve técnicas de “headspace” estatico, onde
processos de equilibrio de particdo ocorrem de maneira ndo exaustiva entre a
substancia, o material adsorvente e a matriz (ex.. SPME). Na segunda categoria,
chamada de “headspace” dinamico, todos os analitos presentes na matriz sao
extraidos exaustivamente e armazenados em um dispositivo através de um fluxo de
ar, “purge-and-trapping” (ex.: dispositivos criogénicos) (DEMEESTERE et al., 2007).

As amostras obtidas por aeragdo sdo mais limpas, ou seja, contém
somente os componentes volateis, e dessa forma podem ser diretamente analisadas

por CG ou CG-EM sem prévia purificagao.
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Os cromatogramas obtidos nas inje¢des de SPME caracterizam-se por
apresentarem poucos picos contaminantes, facilitando dessa forma o trabalho de
identificacdo, porém existe o inconveniente desta técnica possibilitar somente uma
analise para cada aeragéo.

A FIGURA 1.4 apresenta uma boa comparagdao dos cromatogramas
obtidos para os volateis de Campoletis flavicincta, isolados por diferentes técnicas.
Pode-se observar que as técnicas que apresentam menor numero de substancias

contaminantes sdo as técnicas de “headspace”, SPME e aeracao (MOREIRA, 2003).

FIGURA 1.4: Comparagdo de cromatogramas obtidos através de
diferentes técnicas de isolamento: A = SPME; B = Aeracdo de insetos; C = Extragao

de glandulas (MOREIRA, 2003).

1.3.2 Identificacdo de substancias bioativas de insetos: EAG e CG-EAD, CG-
EM

A forma mais pratica de eletrofisiologia é a eletroantenografia (EAG)
desenvolvida por Schneider (1957) (HowskE et al., 1998). A medida da corrente de
despolarizagdo, fornecida por uma antena isoladamente exposta a um

semioquimico, foi a segunda invengao mais significante, na area de ecologia
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quimica, depois dos bioensaios comportamentais na quantificacdo de eventos onde
estao associados substancias quimicas (METCALF, 1998).

O equipamento de eletroantenografia consiste de dois eletrodos nos
quais a antena € conectada, utilizando-se um gel condutor com solugdo salina,
permitindo assim a passagem de corrente elétrica, os quais sdo ligados a um
amplificador que transfere as informagdes a um computador e a um sistema de fluxo
de ar. A antena é colocada na saida do fluxo de ar onde recebe o estimulo do fluxo
de ar, através de “puffs” contendo a substéncia que se deseja avaliar a resposta
eletroantenografica (FIGURA 1.5). Quando a substancia for bioativa frente a antena
do inseto, esta causara uma despolarizagdo, gerando um impulso elétrico que é
registrado. A amplitude do sinal gerado depende da concentragdo do estimulo
quimico, bem como do numero e tipo de receptores presentes na antena (MOREIRA,
2003).

Pipeta
de vidro
Eletrodo
de
Ag/AgCl

Solugéo
salina

Eletroantenograma

Gaiola [Amplificador do

|
Papel de filtro 0, I
com a fonte de Antena :
semioquimico * do inseto Display

Ar 3.27 mV

FIGURA 1.5: Desenho esquematico do sistema de eletroantenografia
(MOREIRA, 2003).

O acoplamento do sistema EAG como segundo detector para um
cromatégrafo gasoso, leva a obtengcdo de uma grande e versatil ferramenta
denominada CG-EAD. Tal técnica quando utilizada, permite que substancias
presentes em uma mistura sejam analisadas frente a antena de insetos
separadamente, de acordo com seu tempo de eluigdo cromatografico.

Neste sistema o fluxo de gas responsavel pela eluicdo dos analitos, ao

final da coluna sofre uma divisdo, permitindo assim, que parte do composto eluido
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seja direcionado ao detector eletroantenografico e parte ao detector de ionizagao de
chamas (FID), obtendo-se um cromatograma referente aos compostos presentes na
amostra, gerado pelo FID, e um cromatograma simultaneo contendo os compostos

bioativos na antena (FIGURA 1.6).

FID
INJETOR | q !l :
A A Sinal do

_t FID
I\ COMPUTADOR
\ Linha da transferencia

Sinal do EAG

-y —§

aquecida

Divisor de [Tuxo i
_') FORNO da coluna

CROMATOGRAFO A GAS

FIGURA 1.6: Desenho esquematico do detector eletroantenografico

acoplado ao cromatografo a gas. (CG-EAD) (MOREIRA, 2003).

Outra técnica também muito utilizada no auxilio da determinagao
estrutural de semioquimicos, uma vez que estes se encontram, na maioria das
vezes, em baixas quantidades, impossibilitando o uso de técnicas tal como RMN, é
através do uso da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM). Assim, tendo utilizado o CG-EAD na determinagdo das substancias bioativas
presentes nos extratos, estes mesmos extratos podem ser analisados por CG-EM,
fornecendo informagdes sobre a estrutura dos compostos quanto ao tamanho da
cadeia carbdnica, a presenca de duplas ligacbes e grupos funcionais (aldeido,
alcool, acetatos etc). Estas informagbes combinadas com dados de fragmentagéo

permitem restringir as possibilidades estruturais e chegar a uma estrutura plausivel.
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1.4 FEROMONIO SEXUAL DE LEPIDOPTERAS

Feroménios sexuais de lepidopteras foram identificados para mais de

500 espécies e, segundo WEI et al. (2003), esses feromdnios sao divididos em:

e Grupo 1 - é o predominante, onde sdo encontrados feromdnios compostos por
alcoois e outros derivados insaturados com cadeia variando de C4o-C1s, 0s quais
possuem uma rota biossintética bem conhecida. Esses compostos sao
produzidos de novo na glandula feromonal partindo de compostos acil-saturados
construidos com acetil Co-A, seguido por uma série de reagdes, tais como,
dessaturagao, encurtamento ou alongamento da cadeia e conversdo do grupo

acil em outros grupos funcionais terminais (ESQUEMA 1.1).

CH3COSCoA

I :

WOH

Acido palmitico

Z A1
dessaturase

dessaturase (1)
\/NW]\ OH

l reducgédo; acetilagéo

l E A12

NN ST T T oA
Z9,E12-14:Ac

EsSQUEMA 1.1: Rota proposta para a biossintese do feroménio de Cadra

cautella e Spodoptera exigua (JURENKA, 1997).
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e Grupo 2 - feromdnios produzidos pelas fémeas da familia Geometridae, na qual
Thyrinteina arnobia esta incluida. Essas fémeas produzem (Z,Z,2)-3,6,9-trienos e
(Z,2)-6,9-dienos e seus monoepoxidos com cadeias variando de Cq7 — Co3. A
posicado da dupla ligagdo desses compostos indica que o esqueleto carbdnico é
derivado do acido linolénico ou linoleico, ndo construida por precursores
produzidos de novo (ESQUEMA 1.2).

acido linolénico (dieta)

|
o

laumento da cadeia

/\:/E/E/\/\/\/\/\/S_COA

O
laumento da cadeia
o S-CoA
|
ldecarboxilagéo o
lepoxidagéo

O
€p09,23,26-21:H

EsQuEMA 1.2: Conversdo do acido linolénico obtido da dieta a
feroménio sexual realizada por Phragmatobia fuliginosa (Lepidoptera: Arctiidae)
(TILLMAN et al., 1999).

Nas espécies da familia Geometridae estudadas, verificou-se que os
precursores hidrocarbonetos derivados de acidos graxos poli-insaturados sao

produzidos nos oendcitos, transportados até as glandulas feromonais onde sao
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epoxidados e, entdo, emitidos para o ambiente. A enzima epoxidativa, contida nas
glandulas feromonais, ataca apenas uma dupla ligagdo do precursor poli-insaturado
em uma reacgao regiosseletiva, independente do tamanho da cadeia. A produgéo do
feromonio sexual especifico é estritamente atribuida a formagao de hidrocarbonetos
poli-insaturados com comprimento de cadeia fixa (WEI et al., 2003).

Ando et al. (1993) reportaram que para dezesseis espécies da familia
Geometridae, subfamilia Ennominae, hidrocarbonetos com um sistema trieno ou
dieno homoconjugados e seus derivados monoepoxidos foram identificados como

feromonio sexual (TABELA 1.1).

TABELA 1.1: Feroménio sexual de algumas espécies da familia Geometridae.

Espécie Feromdnio sexual
Agathia carissima  Z3,26,29-20:H
Aclis angulifera  ep03,Z6,79-19:H

Colotois pennaria ep03,26,29-20:H

Steinbauer et al. (2004) relata que mariposas Mnesampela privata
(Lepidoptera: Geometridae) nativas da Australia sdo pragas de plantagcdes de
eucaliptos. Trabalhos de coleta de fémeas no campo e a posterior criagdo em
laboratério permitiram a retirada das glandulas e a avaliagdo das substancias
feromonais encontradas, através de CG-EAD e EM, levando a identificacdo do
feromonio sexual como sendo o Z3,76,Z9-19:H.

Inicialmente pensava-se que cada espécie produzia um feroménio
distinto, porém agora € certo que espécies proximas apresentam sinais quimicos
também préximos e relacionados, como mostrado para o género Sesiidae
(Lepidoptera: Ditrysia), onde das vinte e trés espécies estudadas, vinte espécies
produzem o Z3,Z13-18:0H ou seu acetato como componente majoritario da mistura

feromonal (METCALF, 1998).

1.5 THYRINTEINA ARNOBIA (LAGARTA-PARDA)

Mariposas fémeas de Thyrinteina arnobia (Lepidoptera: Geometridae)

apresentam asas brancas com pontos escuros, antenas filiformes e sdo maiores que
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0s machos, ja estes apresentam asas marrons e antenas pectinadas (FIGURA 1.7). O
acasalamento e a postura de ovos ocorrem durante o periodo noturno. Sao
depositados aproximadamente 1000 ovos por fémeas, o0s quais sao verdes,
tornando-se progressivamente marrons e entdo pretos ja proximos a eclosédo. Os
ovos apresentam periodo de incubacgédo de aproximadamente dez dias seguidos da
fase larval que dura em média 25 dias, ocorrendo entao o periodo de pupa que dura
aproximadamente dez dias (OLIVEIRA et al., 2005).

FIGURA 1.5: Machos e fémeas de Thyrintetina arnobia.

T. arnobia é uma espécie generalista e foi registrada alimentando-se
de plantas nativas e exdticas. O maior numero de espécies de plantas atacadas por
esse inseto pertence a familia Myrtaceae, sendo as nativas: seis espécies de
Psidium (goiabas e aragas), oito espécies de Campomanesia (gabiroba) e nove
espécies de Eugenia (pitanga ou cagaita), e as exoticas: vinte espécies de
Eucalyptus.

Embora T. arnobia n&o tenha sido ainda registrada em niveis
epidémicos sobre hospedeiros nativos, relata-se que o inseto € abundantemente
encontrado em goiabeiras e em outras espécies nativas de Myrtaceae e que tem
frequentemente migrado desses hospedeiros para plantios de eucalipto (BATISTA-
PEREIRA et al., 2004).
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Assim, além de exotica, a eucaliptocultura € recente no Pais e insetos
herbivoros, como T. arnobia, passaram a atacar o eucalipto causando sérios
prejuizos a esta cultura. A importancia desse género de herbivoro pode ser
mostrada pelo fato de T. arnobia ser a lagarta desfolhadora de eucalipto mais
estudada no Brasil e estar presente na maioria das areas cultivadas com esta cultura
(HoLTz et al., 2003a).

O ataque desta praga caracteriza-se pela presenga de elevada
quantidade de lagartas do tipo “mede-palmos”, as quais provocam desfolhamento
ascendente nas copas das arvores de qualquer idade. Atualmente os danos
causados por esta espécie-praga sdao maiores devido a surtos populacionais. Os
surtos populacionais podem estar ocorrendo porque as mirtaceas exéticas (e.g.
eucalipto) possivelmente ainda ndo desenvolveram mecanismos de defesa contra os
lepidopteros desfolhadores, o que ja teria acontecido nas mirtaceas nativas (HoOLTz
et al., 2003b).

O uso de inseticidas sintéticos tem desempenhado papel importante no
controle das espécies-praga florestais. Porém o uso de feroménios em métodos de
controle mais econdmicos e menos agressivos para o meio ambiente pode ser uma

alternativa também neste caso.

1.5.1 Isolamento e identificacdo do feroménio sexual de Thyrinteina arnobia

Batista-Pereira (2004) realizou um estudo indispensavel para a
identificacdo de volateis de insetos. Ele permitiu determinar qual periodo do dia
ocorre maior liberagao de substancias pelos insetos, avaliou o padrdo temporal do
comportamento de chamamento de fémeas virgens de T. arnobia, relatou o tempo
meédio para inicio de chamamento, o numero médio de cada chamamento por
fémea, o tempo médio de cada chamamento e o tempo médio total de chamamento.

Ja o estudo para isolamento e identificagao do feroménio sexual de T.
arnobia, desenvolvido por Moreira (2003) em nosso laboratério, iniciou-se pela
preparagao de extratos de glandulas de fémeas virgens coletadas no quarto periodo
da escotofase e também aeracado de fémeas para a coleta dos volateis por SPME.
Assim, avaliou-se a presenca de componentes bioativos frente a antenas de machos
coespecificos, submetendo os extratos de glandulas e aeragdes de fémeas virgens,

bem como aeragao de pupas fémeas de T. arnobia, a analise por CG-EAD.
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Todos o0s extratos apresentaram ao menos duas respostas

eletrofisiolégicas reprodutiveis (tr = 14,47 e 14,55 min) (FIGURA 1.8).

Chly 05 mvidiv (Filt: 128, Ch 20 1 mvidiv (Filt: 12);  Horz 20 sidiv

¥

2498 13.32 1365 13.98 1432 1465 14.98 15.32 15.65 15.98 16.3

FIGURA 1.8: Deteccao simultanea EAD-FID de extrato de glandulas de

fémeas virgens de T. arnobia.

A co-injecéo dos extratos de glandulas de fémeas virgens com padrdes
de hidrocarbonetos a fim de calcular o indice de retencdo de Kovats, permitiu
determinar o tamanho da cadeia carbdnica para o composto bioativo majoritario.

A analise dos extratos de glandulas de fémeas virgens de T. arnobia,
através da técnica de CG-EM, e o estudo das fragmentagbes obtidas para o
composto bioativo em maior quantidade na mistura feromonal com fragmentagéo
referente ao ion molecular m/z 306, e fragmentagdes tipicas de monoepdxidos
dienos homoconjugados (FIGURA 1.9) permitiram propor a estrutura do composto

majoritario como sendo o 3,4-epoxi-Z6,Z9-eneicosadieno (1).
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FIGURA 1.9: Espectro de Massas referente ao composto bioativo

majoritario da mistura feromonal de T. arnobia.

O composto 1 foi relatado por Wong et al. (1985) como sendo o
ferombnio sexual produzido pela espécie Euclidia cuspidea (Lepidoptera:
Noctuidae). Millar et al. (1990) relataram a sintese estereosseletiva deste composto
e outros 3,4-epoxi-Z6,Z9-dienos de Cq7-C,4, atraentes sexuais de mariposas da
familia Geometridae. Foram realizados testes de campo e eletrofisioldgicos com os
compostos sintetizados, porém somente compostos com cadeia C47-Cq9 foram

particularmente atrativos a machos das espécies testadas.

1.5.2 Identificacdo de compostos bioativos presentes em 0Oleos essenciais de

Eucalyptus frente a antenas de Thyrinteina arnobia

Volateis liberados por plantas podem estar relacionados as diferencgas
encontradas no ataque de lagartas a diferentes plantas, envolvidos no mecanismo
de localizacdo do hospedeiro e até mesmo associados sinergicamente no
mecanismo de localizagdo macho-fémea com o uso de feroménios (POPE et al.,
2007).

Um caso de efeito sinérgico olfativo ja muito conhecido pelos cientistas

do United States Department of Agriculture (USDA) na variedade de misturas
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feromonais € o do besouro japonés, Papillia japonica. Inicialmente estudos
mostraram que a mistura 10:1 dos cairomdnios geraniol e eugenol eram bastante
atraentes para ambos o0s sexos, mas estudos posteriores revelaram que esta
mistura s6 é ativa 0,3 vezes em relacdo a uma mistura de geraniol, eugenol e
isovalerato de feniletanol (3.5: 3,5: 3), sendo esta nova mistura tida como o padrao
atual de substancias atraentes para este inseto (METCALF, 1998).

O estudo para a determinagdo de compostos volateis liberados por
plantas é necessario, pois estes compostos estdo também relacionados nos
mecanismos de localizagdo de hospedeiros utilizados por insetos. Assim, a
associacao de semioquimicos produzidos por diferentes organismos leva a uma
melhora na atracao de insetos, o que acaba por maximizar a acdo destes compostos
no controle de insetos-praga.

Batista-Pereira et al. (2006a), através da técnica de eletroantenografia
(EAG), observaram a presenca de compostos bioativos frente a antenas de machos
e fémeas de T. arnobia em oOleos essenciais de diferentes espécies de Eucalyptus,
sendo o 6leo com melhor atividade o obtido a partir de folhas de E. grandis.

A andlise do 6leo essencial de E. grandis frente a antenas de machos
e fémeas de T. arnobia, através da técnica de CG-EAD, revelou a presencga de 28
componentes bioativos. O estudo das fragmentagdes obtidas por CG-EM permitiu
identificar de um total de 41 componentes da mistura, 20 compostos bioativos,
sendo eles: a-pineno, B-pineno, a-felandreno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, y-
terpineno, p-menta-2,4,(8)-dieno, linalol, a-canfolenol, terpin-4-ol, a-terpineol, -
cariofileno, aromadendreno, biciclogermacreno, (E,E)-a-farneseno, flavesona,
espatulenol, nerolidol e leptospermone. Porém o composto que mostrou maior

atividade foi o a-terpineol.

1.6 Psidium guajava, GOIABEIRA

A goiabeira faz parte da familia Myrtaceae e tem como origem regides
tropicais da América Central e do Sul. Nessas regides sao encontradas
aproximadamente 3.024 espécies conhecidas, distribuidas e cultivadas
principalmente em paises de clima tropical e subtropical. No género Psidium, a que
mais se destaca é a goiabeira, classificada como Psidium guajava. No ano de 2004,

o Brasil foi considerado o maior produtor mundial de goiabas vermelhas e o terceiro
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maior produtor de frutas, de acordo com dados do IBGE (LimMA, 2006). A producgao se
concentra nas regides Sudeste e Nordeste, sendo Sdo Paulo e Pernambuco os
maiores produtores.

A goiabeira € uma arvore com porte que varia de pequeno a médio,
tortuosa, atingindo de 8 a 9 m de altura, apresenta a casca lisa, delgada, castanha-
arroxeada e, quando envelhece, desprende-se em laminas. Suas folhas sédo verde-
amareladas, grossas e se dispdem em posi¢cdo horizontal ou obliqua recebendo
maior intensidade de luz. A morfologia foliar revelou que suas folhas sao
hipoestomaticas, havendo ocorréncia de um grande numero de tricomas e glandulas
oleiferas.

Nas folhas também foram encontrados acidos volateis, (E)-acido
cinamico e (Z)-3-acido hexenodico e acidos graxos. No O6leo essencial foram
encontrados varios compostos como a-pineno, p-menten-9-ol, trans-cariofileno, -
bisaboleno, a-humuleno, a-santaleno, d-limoneno, éxido de cariofileno, eugenol,

mirceno, aromadendreno, 3-selineno e 1,8-cineol (LIMA, 2006).

1.7 SINTESE DE FEROMONIOS

Feroménios s&o usualmente obtidos em quantidades de yg a ng que
sdo insuficientes para a determinagdo da configuragdo absoluta assim como estudos
bioldgicos para examinar sua agao e aplicabilidade no campo. Assim, a sintese de
feromoOnios é importante no estabelecimento de uma nova estrutura bioativa e
também na obtencdo de quantidades significativas de material para a realizagdo de
extensivos testes bioldgicos (MORI et al., 2004).

Todo novo composto representa um desafio, e para um dado composto
existe um numero substancial de diferentes rotas que levam a sua sintese com
sucesso. Cada pessoa relacionada a um desafio de sintese de uma dada substancia
propde um caminho diferente para obté-la. Porém existem fatores que devem ser

sempre levados em conta:

e  Assegurar que o esqueleto carbdnico a ser sintetizado é o correto
e  Assegurar que os respectivos grupos funcionais estejam em posi¢cdes corretas
no esqueleto

e  Assegurar que as duplas ligagdes estejam nas posigdes corretas
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o Desenvolver uma metodologia que leve ao isémero escolhido ou a uma mistura
que possa ser separada

o Garantir que o isbmero sintetizado seja 0 mesmo que o isolado

Assim com todos estes pontos majoritarios, o numero total de etapas, a
disponibilidade do material de partida e os custos dos reagentes s&o eventualmente
fatores importantes que devem ser observados na escolha final de uma metodologia
sintética. Por ultimo, deve-se levar em conta problemas que sem duvida podem
intervir em algumas etapas de qualquer nova rota sintética, os quais levam a
modificagdes nesta mesmo em andamento (HOWSE et al., 1998) .

As classes de substancias mais encontradas como feroménios sao
compostos de cadeia longa, mono-alcoois, acetatos, aldeidos com ligagbes duplas
conjugadas ou n&o conjugadas e compostos espiros e lactonas, muitas vezes
encontrados na forma quiral.

Na familia Lepidoptera estdo incluidas as espécies de insetos mais
relatadas como causadoras de grandes prejuizos as florestas e plantagdes. Os
feromonios de lepidopteras sdo compostos mono-, di- ou trienos com configuragéo Z
ou E (ObpiNOKoOv, 2000), para os quais as ligagdes duplas na cadeia sdao na maioria
das vezes provenientes da redugdo de ligagcbdes triplas obtidas através de
acoplamentos de ions acetilénicos.

As reacdes de acoplamento envolvendo carbanions formados a partir
de ligagdes triplas terminais sao preferidas devido a alta estabilidade dos anions
formados e devido a facilidade de formagao destes.

Assim, ligagdes duplas podem ser formadas através da redugéo de
ligacdes triplas. No caso de ligagdes duplas Z estas sdo obtidas através da redugao
com H; sob as condigdes de Lindlar, no caso de E ligagdes duplas sdo obtidas
através da reducao de ligacdes triplas sob acdo de Na’ em aménia liquida.

No EsQUEMA 1.3 pode-se observar a rota sintética adotada na obtencgéo
dos dois componentes do ferombnio sexual da mariposa Pectinophora gossypiella o
Z7,211- e o Z7,E11-16:0Ac onde fica evidente o uso de alcinos terminais e a
posterior reducdes das ligagdes triplas dando origem a duplas de configuragcado Z e E
(HowskE et al., 1998).
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EsQUEMA 1.3: Sintese do Z7,Z11- e do Z7,E11-16, ferombnios sexuais
da mariposa Pectinophora gossypiella.
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2 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo a sintese do feroménio da T.
arnobia, 3,4-epoxi-Z6,Z9-eneicosadieno (1) na sua forma racémica, em quantidade
expressiva para a realizagao de bioensaios comportamentais a fim de comprovar a
relagao estrutura atividade.

Teve-se também como objetivo, o isolamento e a identificagcdo dos
aleloquimicos presentes em folhas de goiabeiras silvestres, Psidium guajava,
bioativos a machos e fémeas de T. arnobia. Este estudo permite determinar se os
compostos ativos frente a antenas de machos e fémeas de T. arnobia presentes em
Oleos essenciais de Eucalyptus sdo os mesmos compostos bioativos presentes em
folhas de goiabeira. Assim, sua identificagdo abre portas para o entendimento da

acao destes compostos no comportamento da espécie.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta sintética, primeiramente utilizada, para a obtencdo do
composto 1 na sua forma racémica foi baseada na sintese convergente, onde dois
compostos intermediarios 3 e 4 sdao unidos em uma etapa chave levando a formagéao
do esqueleto carbénico como mostrado na analise retrossintética (ESQUEMA 3.1)
(BELL & CliAcclo, 1988).

OTs

Ts
Bj\/Jr//\\
O
4

10
3

EsQUEMA 3.1: Analise retrossintética para obtencao do epoxidieno 1.

Assim, a ciclizagcdo do composto 2 em meio basico leva a formacéo do
epoxido e a posterior redugédo com hidrogénio das ligagdes triplas leva a obtencéo
do produto 1 com ligagdes duplas Z.

Visando a obtencdo do epoxidieno 1, iniciou-se o estudo da rota
sintética que levaria a formagdo dos dois intermediarios chaves da sintese
convergente, os compostos 3 e 4 (EsQuEMA 3.2). O diol enantiomericamente
enriquecido pode ser obtido através da oxidacdo assimétrica de Sharpless da dupla

ligacao do 2-penten-1-ol (cis e trans), ja bem descrita na literatura.
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EsSQUEMA 3.2: Primeira proposta sintética de obtengdo do composto (1)

de forma enantiomericamente enriquecida.

A metodologia de obtencdo do composto 4 foi baseada no
acoplamento do 1-bromo-2-tetradecino com o acetileto de litio, uma vez que estes
sdo bastante reativos e estaveis, permitindo o alongamento de cadeias carbénicas e
a formacéo de 1,4 diinos. O uso de sais de cobre durante acoplamentos de anions
acetilénicos terminais leva a uma melhor quimioseletividade, pois permitem a
obtencgao de bases com carater mais mole para a substituicdo em haletos.

De maneira geral a metodologia proposta tem grande valor uma vez
que se mostra versatil, pois permite o preparo tanto de compostos com diferencas
isoméricas como compostos com menor numero de carbonos na cadeia alquilica, os
quais podem ser obtidos através do uso, como material de partida, de brometos com

cadeias menores.
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3.1 SINTESE DO EPOXITOSILATO 3
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OHCH,Cl,, 98% /M\OH
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EsQuEMA 3.3: Obtengao do epoxitosilato 3.

Para a reagdo chave de formacdo do epoxitosilato 3 utilizou-se
metodologia descrita por Eisenberg (1994) e Zang (1999), onde a formagado do
epoxido e a tosilagcdo do alcool 7 ocorrem na mesma etapa, de forma seletiva,
viabilizando a formagao do composto esperado (ESQUEMA 3.3).

A formacao do epoxialcool 6 ocorreu através da reacao do Z,2-penten-
1-ol comercial com acido m-cloroperbenzoéico (MCPBA), agente oxidante, sob
agitagdo a temperatura ambiente utilizando-se como solvente diclorometano. A
reacao se processou de maneira rapida levando a obtencdo do epoxialcool com
rendimento de 98%.

O peracido utilizado na reacgao foi removido de forma eficaz no “work
up” através do uso de solugdo saturada de metabissulfito de sddio, uma vez que a
permanéncia durante processos de concentracdo do solvente sob vacuo pode
ocasionar explosdes.

A completa conversao do material de partida em produto foi observada
através do acompanhamento por CCD o que permitiu identificar o momento de
finalizar a reacéao.

Para a caracterizagdo, o espectro de RMN 'H (p. 124) obtido para o
produto 6 apresentou um tripleto em &6 1,05 (J = 7,5 Hz) referente aos trés
hidrogénios metilicos, um multipleto em & 1,63 referente aos dois hidrogénios

metilénicos, dois multipletos em & 2,99 e 5 3,16 referentes aos dois hidrogénios do
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anel epdxido e dois multipletos em 6 3,68 e 6 3,83 referente aos dois hidrogénios
carbindlicos.

Observou-se através da andlise do espectro de RMN *C (p. 126)
obtido para o composto 6 a presenga dos sinais referentes aos carbonos do epdxido
em o 58,24 e § 57,13, o sinal referente ao carbono carbindlico em 6 60,42 e os sinais
referentes aos carbonos metilénicos e metilicos em & 21,07 e 10,44,
respectivamente.

A analise do espectro de massas obtido para o composto apresentou
como pico base m/z 59 referente ao fragmento CsH;O" e m/z 41 com alta

intensidade (85%) para o qual se demonstra a proposta mecanistica de

i
SO
H ! ;OH

fragmentagdo no ESQUEMA 3.4.

NG o e A

H H,O l
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ESQUEMA 3.4: Proposta mecanistica de fragmentagdo do composto 6

levando a formagao do ion m/z 41.

A andlise do espectro de absor¢dao na regido do infravermelho
apresentou banda em 3413 cm™ referente a deformacao axial da hidroxila (p. 127).

Em seguida, procedeu-se a obtencdo do 1,2,3-pentanotriol (7).
Processos de abertura de anéis epdxido sao realizados tanto em meio alcalino como
em meio acido, porém a tentativa de abertura do epdxido 6 realizada em meio
alcalino, utilizando como solvente metanol nao favoreceu a formagao do produto 7,
levando a obteng¢do do produto metoxilado, proveniente da abertura do anel e do

ataque de uma molécula de metanol.
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Analisando o resultado obtido observou-se que o melhor solvente na
formagao do triol de interesse foi a agua, uma vez que a abertura do anel catalisada
por acido e o ataque de uma molécula de agua favoreceu a formacgéo de 7. Assim,
quando o composto 6 foi submetido a tais condicdes utilizando como catalisador
acido sulfurico o produto desejado foi obtido com 70% de rendimento.

Existe a completa conversdo do material de partida (6) em produto,
porém o triol 7 apresenta alta solubilidade em meio aquoso. Visando entdo a
obtencdo do produto com maior rendimento, a extragdo continua com solvente
organico foi realizada.

Observou-se através da analise do espectro de RMN 'H (p. 129) obtido
para o composto 7 a presenca de um multipleto em 3 1,53 referente aos hidrogénios
metilénicos e um tripleto em & 0,97 (J = 7,1 Hz) referente aos hidrogénios metilicos.

Para o espetro de RMN "®C (p. 131) obtido para o composto 7
observou-se a presencga do sinal referente ao carbono metilénico em 6 26,44 e em 3
9,95 sinal referente ao carbono metilico, ja os sinais referentes aos carbonos
carbindlicos foram observados em 6 73,98; 6 73,52 e § 64,75.

A analise do espectro de massas obtido para o composto 7 apresentou
como pico base m/z 44 referente a uma molécula de etanal e m/z 59 referente a
perda de C3H;0" (68%).

O espectro de IV (p. 132) apresentou banda em 3399 cm™ referente a
deformacéo axial de hidroxila, confirmando a presencga de hidroxilas na molécula.

Para a obtencdo do composto 3 utilizou-se, como citado anteriormente,
a metodologia descrita por Eisenberg (1994) e Zhang (1999). Para esta reagéao
existe a necessidade de utilizacdo de trés equivalentes de hidreto de sddio em
relagdo ao composto 7, caso contrario a reacdo nao se processa de maneira eficaz,
seguidos da adigdo de dois equivalentes de tosil-imidazol diluidos em THF de
maneira lenta e sob banho de gelo (0°C).

Ocorreu somente a formagéo do produto 3 com rendimento de 94%. O
produto apresentou grande estabilidade, podendo ser estocado em refrigerador por
longos periodos.

Na analise do espectro de RMN "H (p. 110) obtido para o composto 3
foi observado um tripleto em 6 0,95 (J = 7,2 Hz) referente aos hidrogénios metilicos
da cadeia, um duplo tripleto em 6 1,77 (J = 14,4 e 7,2 Hz) referente aos hidrogénios

metilénicos, um singleto em & 2,44 referente aos trés hidrogénios metilicos do grupo
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tosil, um duplo dubleto em 6 2,63 (J = 4,8 e 2,6 Hz) referente a Ha, um duplo dubleto
em o 2,78 (J = 4,1 e 4,8 Hz) referente a Hb, um duplo duplo dubleto em 6 3,05 (J =
2,6; 4,1 e 6,3 Hz) referente a Hc (ESQUEMA 3.5), um quadrupleto em 6 4,29 (J = 6,3
Hz) referente ao hidrogénio carbindlico permitindo confirmar a protegdo com grupo
tosil na hidroxila esperada, dois dubletos um em & 7,83 (J = 8,4 Hz) e outro em &
7,34 (J = 8,1Hz) referentes aos quatro hidrogénios do anel aromatico.

O espectro de RMN "C (p. 115) obtido para o composto 3 apresentou
os sinais caracteristicos a todos os carbonos do composto, sendo observada a
presenca do sinal referente ao carbono carbindlico em 6 84,56, o que também
caracteriza a protegdo com o grupo tosil na hidroxila esperada.

O espectro de IV (p. 116) ndo apresentou bandas caracteristicas da
deformacdo axial de hidroxila, evidenciando que a funcido epodxido nao sofreu
hidrolise.

Através da analise do espectro de massas, obteve-se como pico do ion
molecular m/z 256 (M"), como pico base o ion m/z 91 (tropilium), caracteristico de
compostos contendo anéis aromaticos, e o ion m/z 155 com alta intensidade (55%),
caracteristico de compostos tosilados. O pico m/z 213 (4%) sugere que a formagéao
do epoxido e a monoprotecdo do alcool secundario com tosilato ocorreram nas
posicdes corretas, sendo mostrado no ESQUEMA 3.5 a proposta mecanistica de

fragmentacgao para o composto.
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EsQuUEMA 3.5: Proposta mecanistica de fragmentacdo do composto 3.

3.2 PRIMEIRA TENTATIVA DE SINTESE DO 1,4-HEXADECADIINO (4)

A formacdo do diino 4 é de extrema importancia para a sintese
convergente de 1, pois trata-se do composto intermediario que dara origem as
ligagcbes duplas com estereoquimica Z e a cadeia alquilica.

A primeira metodologia testada € mostrada no ESQUEMA 3.6, onde a
formagao do diino daria através do acoplamento de uma molécula de acetileto de
litio com um brometo alilico, reacdo esta baseada em trabalho de Durand et al.
(1998).
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EsQUEMA 3.6: Primeira metodologia utilizada na tentativa de preparo do

composto 4.

Nosso grupo descreveu uma metodologia (BATISTA-PEREIRA et al.,
2006b) para o acoplamento de haletos de alquila com alcoois propargilicos, através
da adicao lenta de brometos alquilicos com cadeias carbdnicas pequenas ao meio
reacional contendo o dianion do alcool propargilico sob baixa temperatura
favorecendo a ocorréncia da C-alquilagdo. Quando testou-se com o bromoundecano
e o alcool propargilico desprotegido obteve-se o produto de O-alquilagao (ESQUEMA
3.7).

~ “OH _
Br > @) =
W Bl \6%8/\/ \/
6 HMPA

EsQUEMA 3.7: Formacéao do produto de O-alquilagio.

Assim, na etapa da sintética onde se realiza tal acoplamento existiu a
necessidade de protecdo do alcool propargilico com DHP, que ocorreu de maneira
eficaz com rendimento de 98%, catalisada pela presenga no meio reacional da
resina acida Amberlyst.

O espetro de RMN "H (p. 134) obtido para o composto 10 apresenta
um multipleto em 5 1,65 referente aos quatro hidrogénios metilénicos do anel THP,

um tripleto em 6 2,43 (J = 2,4 Hz) referente ao hidrogénio acido da tripla terminal,
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dois multipletos em & 3,53 e & 3,84 referente aos dois hidrogénios carbindlicos do
anel THP, um tripleto em & 4,25 (J = 2,6 Hz) referente aos hidrogénios metilénicos
da porgao propargila e um multipleto em 5 4,82 referente ao hidrogénio cetalico do
anel THP.

O espectro de RMN 'C (p. 136) apresentou sinais referentes a todos
os carbonos da molécula, sendo observados, em especial, os carbonos carbindlicos
em 6 61,71 da porgéo propargilica e em & 53,75 o carbono do anel THP, os carbonos
da ligagao tripla em 6 79,59 e 5 73,78 e o carbono cetalico em 6 96,60.

O espectro de IV (p. 137) ndo mostrou banda caracteristica da
deformacgéo axial da hidroxila, evidenciando a formagdo do éter THP. Apresentou
banda caracteristica da ligacdo =C-H em 3305 cm™, banda em 2945 cm
caracteristica da ligagao sp®C-H e banda em 2248 cm™ caracteristica da ligacao
C=C.

O espectro de massas obtido para o composto mostrou a presencga do
ion m/z 139 (13%) referente ao fragmento [M-H]", o ion m/z 85 com alta intensidade
(55%) referente a perda pela molécula da por¢ao propargilica (CsH3zO) e m/z 56
como pico base referente a perda pela molécula de DHP como mostrado no

EsQuEMA 3.8.

EsQuUEMA 3.8: Proposta mecanistica de fragmentagdo do composto 10.

Na reacao para formacado de 12 tem-se a substituicdo do bromo no
haleto de alquila 11 pelo anion acetilénico do composto 10, o qual é formado através

da reagao anterior do hidrogénio terminal da ligagéo tripla com n-BuLi. A presenca
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de HMPA favorece a solvatagao de cations permitindo uma melhor substituicao, pois
libera o anion acetilénico da presenga do cation litio, ficando assim mais mole e
reagindo com o brometo. A auséncia no meio reacional do co-solvente HMPA nao
favorece a formacao do composto esperado.

O espetro de RMN "H obtido para o composto 12 (p. 139) apresentou
um tripleto em 6 0,88 (J = 6,6 Hz) referente aos trés hidrogénios metilicos da cadeia
alquilica, um singleto largo em & 1,27 referente aos hidrogénios metilénicos da
cadeia e do anel THP, um triplo tripleto em & 2,20 (J = 2,1; 6,7 Hz) referente aos
hidrogénios metilénicos vizinhos a tripla ligagdo, dois multipletos em & 3,52 e 6 3,84
referentes aos hidrogénios carbindlicos do anel THP, um multipleto em & 4,23
referente aos dois hidrogénios carbindlicos vizinhos a tripla ligagdo e um tripleto em
6 4,82 referente ao hidrogénio cetalico.

Na analise do composto 12 por RMN '*C (p. 142) observou-se a
presenca de sinais referente a todos os carbonos da molécula em especial o sinal
em & 96,33 referente ao carbono cetalico do anel THP, os sinais em 6 86,43 e &
75,66 referente aos carbonos da ligagéo tripla e os sinais em 6 61,68 e 6 54,40
referente aos carbonos carbindlicos da molécula.

A analise do produto por espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho (p. 144) mostrou a presenga de banda em 2958 cm™ caracteristica da
ligagdo sp°C-H e banda em 2175 cm™ caracteristica da ligagdo C=C.

A formacgao do brometo 13 a partir do composto 12 deve ser realizada
sob condi¢des seletivas, que ndo afetem a ligagao tripla. Para isto, utilizou-se da
bromacgao seletiva com ftrifenilfosfina e tetrabrometo de carbono em diclorometano.
Tal metodologia mostrou-se eficaz no preparo do composto 13, o qual foi obtido com
rendimento de 97%.

A andlise do espectro de RMN "H (p. 145) para o composto 13 obtido
apresentou um tripleto em 6 3,90 (J = 2,1Hz) referente aos hidrogénios metilénicos
da posigao 1, um triplo tripleto em 6 2,23 (J = 2,1 e 6,9Hz) referente aos hidrogénios
metilénicos na posigcao 4, um singleto largo em & 1,26 referente aos hidrogénios da
cadeia alquilica e um tripleto em & 0,88 (J = 6,7Hz) referente aos hidrogénios da
metila terminal.

A andlise do espectro de RMN "C (p. 146) apresentou sinais
referentes a todos os carbonos da molécula em especial os carbonos da tripla
ligacdo em 6 88,28 e 6 75,22.
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Varias tentativas de obtengdo do composto 4 partindo-se de 13 foram
realizadas utilizando-se de metodologia analoga a descrita por Durand et al. (1998),
na qual através do uso de carbonato de potassio ocorreu a formagao do anion de
alcinos terminais.

Empregou-se a reagao de 13 com acetileto de litio complexado com
EDA, ou seja, neste caso o anion ja esta formado sendo dispensado o uso de
carbonato de potassio.

No processo foi utilizado iodeto de sddio anidro, que seria responsavel
pela troca do bromo em 13 por iodo, ocorrendo assim uma iodacao in situ o que
facilitaria a substituicdo mais efetiva pelo cuprato. Utilizou-se ainda iodeto de cobre
anidro para a formagao de um cuprato com o acetileto de litio levando a um anion
mais mole, o que favoreceria a substituicdo do bromo (ou iodo) em 13.

Foram realizadas diversas tentativas visando a obtencdo do composto
4 através desta metodologia, variando-se as condi¢des reacionais como mostrado

na TABELA 3.1.

TABELA 3.1: Variacdes realizadas nas condi¢cdes reacionais na tentativa de obtengao
de 4.

Acetileto de litio. EDA Cul anidro Nal anidro DMF
(eq.) (eq.) (eq.) (mL/mmol de 13)
1,2 1,2 1,0 3,0
1,1 2,0 2,0 11,0
1,2 1,2 1,2 4,0
1,1 1,1 1,0 3,0

Apesar de realizadas diversas tentativas e mudancas quanto as
quantidades dos reagentes e catalisadores utilizados no sistema reacional, a
obtencdo do produto de interesse 4 nao foi possivel, uma vez que a reagao
apresentava muitos subprodutos e o composto de interesse nao foi encontrado em

nenhuma das reagdes realizadas sob as condi¢gdes descritas acima.

3.3 SEGUNDA TENTATIVA DE SINTESE DO 1,4-HEXADECADIINO (4)



RESULTADOS E DISCUSSAO 38

Visando a obtencao do diino 4, verificou-se a possibilidade de troca na
ordem das reagdes, onde primeiramente foi realizado a reacdo de acoplamento do
bromoundecano 11 com acetileto de litio obtendo assim o composto 14, e a posterior
reacao deste com brometo de propargila (15), levando a obtengcdo do composto de

interesse 4 como mostrado no ESQUEMA 3.9.

IN

Br _HC=CLi EDA _ \M (i) Mg, EtBr = N
W THF,HMPA, 96% 78 7, (i) CuX, THF A
(iii) = Br

X=Cloul
EsQUEMA 3.9: Segunda metodologia testada para o preparo de 1,4-hexadecadiino

A formacédo do composto 14 através da reacdo de 11 com acetileto de
litio se processou de forma eficaz levando a obtencdo do composto de interesse
com rendimento de 96%. E importante lembrar que a reagdo s6 se completou com a
presenca de HMPA uma vez que a auséncia deste co-solvente n&o levou a obtencao
do produto desejado.

O HMPA age através da solvatagcédo dos cations litio presentes no meio
reacional formando uma espécie mais mole, deixando assim a base conjugada
(&nion acetileto) mole, o que facilitou a substituicdo deste no brometo.

O produto da reacdo é bastante estavel podendo ser estocado na
forma sdélida em refrigerador a temperatura de -25° C.

O espectro de RMN "H obtido para o composto 14 (p. 148) apresentou
um tripleto em & 0,88 (J = 6,8 Hz) referente aos hidrogénios metilicos, um singleto
largo em 6 1,27 referente aos hidrogénios da cadeia alquilica, um tripleto em & 1,91
(J = 2,6 Hz) referente ao hidrogénio terminal da ligacao tripla € um duplo tripleto em
62,16 (J = 2,6 e 6,8 Hz) referente aos dois hidrogénios metilénicos vizinho a ligagéo
tripla.

Para o espectro de RMN "*C (p- 149) observou a presenga de sinais
referentes a todos os carbonos da molécula em especial os sinais em 6 84,52 e §
67,93 referentes aos carbonos da tripla ligagéo.

O espectro de absorgao na regiao do infravermelho (p. 151) mostrou a
presenca de uma banda em 3313 cm™ caracteristica da ligagdo =C-H e banda em

2925 cm™ caracteristica da ligagao sp*C-H.
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Através da analise do composto por espectrometria de massas (p.152)
observou-se a perda pela molécula de C;Hq5levando a formagao do ion m/z 81, pico

base do espectro, como suposto pelo mecanismo mostrado no ESQUEMA 3.10.
A
+
H
\O m/z 81

EsQuEMA 3.10: Proposta mecanistica de fragmentagéo de 14.

A substituicdo do bromo de 15 pelo carbanion terminal de 14, formado
a partir da reacao anterior deste com brometo de etil magnésio, levaria a formagéao
do composto 4. A presenca de iodeto de cobre em quantidade catalitica favoreceria
a formagao do cuprato, levando a uma melhor quimiosseletividade, ou seja, a reagéo
deveria se processar preferencialmente pela substituicdo do bromo em 15 (ESQUEMA
3.7).

Um dos produtos da reacdo ocorre através da decomposi¢cdo do
produto de interesse 4, em meio basico, por rearranjo [1,3] (MEL'NIKOVA & PIVNITSKII,
1990) ou proveniente do ataque do carbanion de 14 na ligagéao tripla, a qual assiste
a saida do brometo levando, entdo, em ambos os casos a formagao do produto 22

como mostrado no ESQUEMA 3.11.
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y

EsQUEMA 3.11: Mecanismo de degradagéao e rearranjo para a formagao
de hexadeca-1,2-dien-4-ino (22).

Foram realizadas diversas tentativas visando a obtencao do produto de
interesse variando-se as condigdes, as quantidades e os tipos de reagentes

utilizados em cada tentativa como mostrada na TABELA 3.2.

TABELA 3.2: Variacdes realizadas nas condi¢cdes reacionais para obtencao de 4.

THF Eter
15 BrEt Cul CuCl Mg Produto
Teste ) (eq) (eq) (eq) (eq) (mL/mmol  (mL/mmol 499

eq. eq. eq. eq.) (eq.

q q q q q de 14) de 14)
1 1,0 1,1 0,016 1,08 1,3 5/95
1,0 1,1 0,016 1,08 1,3 5/95
2,0 1,0 0,031 1,01 2,0 5795

0,03

4 1,2 1,0 1 1,06 1,5 5/95
5 1,1 n-BuLi 0,016 1,3 0/100

Apoés diversas tentativas para obtengdo do composto 4 todos os
produtos brutos das reacbes foram reunidos permitindo a separagdo e
caracterizagao do aleno 22 e do composto 4.

Apesar de todos os testes realizados a obtencdo do aleno 22 sempre
foi maior em relacdo a do produto de interesse 4, ainda que sua formagdo em
pequena quantidade tenha sido observada através da comparagdo dos

cromatogramas das reagdes com os cromatogramas obtidos para os produtos.
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O aleno 22 foi caracterizado, apesar da baixa quantidade disponivel,
através da analise do espectro de RMN 'H (p. 183), o qual apresentou um tripleto
em 5 0,88 (J = 6,4 Hz) referente aos trés hidrogénios metilicos, um singleto largo em
d 1,26 referente aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica, um tripleto em &
2,29 (J = 6,8 Hz) referente aos dois hidrogénios metilénicos vizinhos a tripla ligacao,
um dubleto em & 4,97 (J = 6,8 Hz) referente aos dois hidrogénios terminais da dupla
ligagdo, caracteristico do aleno e um multipleto em 3 5,36 referente ao hidrogénio
vinilico da dupla ligagéo.

Através dos resultados obtidos para as diferentes reagdes realizadas,
observou-se que para as reagdes de acoplamento onde existe a presenca de ions
litio no meio reacional, estes ndao favorecem a reacao de substituicdo do bromo em
haletos. Isso ocorre, pois os ions litio deixam o carbanion formado mais duro
impedindo a reagdo com o brometo de carater mole.

Assim, também como mostrado em muitos casos onde ions litio estao
presentes no meio reacional, a substituicdo em brometos s6 é favorecida com a
adicdo de co-solventes como HMPA e DMF que tornam o meio reacional e os
carbanions com maior carater mole, facilitando a reagao de substituigéo.

A utilizagdo de cobre leva a formagdo de um organo-cobre mole
facilitando a substituicido no brometo também de carater mole, levando a obtengao
dos compostos esperados por SN,, porém no caso da formagdo do diino 4 pode
ocorrer a degradagcdo do composto produzido através de rearranjo [1,3] levando a
obtenc&o do aleno (ESQUEMA 3.12).

“Organo Litio”
duro aleno
\‘\ SN2’
Brometo de propargila [1,3]
mole
/ SNZ\A
diino
Organo
cobre
mole

EsQUEMA 3.12: Acoplamentos envolvendo bases duras e moles.
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Outro fator importante observado € que a formacédo do aleno também
se da por ataque do carbanion a ligagao tripla do brometo de propargila através do

mecanismo de SN, quando ions litio estdo presentes no meio reacional.
3.4 SINTESE DO 1,4-HEXADECADIINO (4)

Analisando os resultados obtidos pelo uso da metodologia anterior
para sintese do diino 4, uma nova metodologia foi desenvolvida na qual evita-se a
formacao do produto 22 por SN, através da protecgdo da tripla ligagdo terminal com
trimetilsilano (ESQUEMA 3.13), o que impede o ataque do carbénion de 14 sobre a
ligagdo tripla de 15.

A metodologia agora descrita também impede a rota de degradagao do
diino 4 em meio basico por rearranjo [1,3], uma vez que o composto 19 nao
apresenta hidrogénio terminal.

Para a protecao da tripla ligagao utilizou-se o trimetilsilano como grupo
protetor de alcinos, pois a ligacdo Si-C de ligacbes triplas terminais nao sofre
clivagem em meio basico, ainda a desprotecao é realizada na presenga de ions

fluoreto de maneira eficiente.

/\OTHP nBuli, TMSCI > /\OTHP AmberlySt >
16

THF, -78°C, 87% TMS MeOH, 96%

Br,, PPhs
CH,Cl,
™S 17 CH,Cl,, 70% T™MS 18

EsQUEMA 3.13: Metodologia utilizada para a protegdo do composto 15

com trimetilsilano.

A reacdao de formacdo do produto 16, quando realizada sem a

presenga do grupo protetor THP em 10 levou ao produto de O-sililagdo. Isso ocorre
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devido a forga de ligagdo entre os atomos de silicio e oxigénio (Si-O, AH° 452
KJ/mol) ser maior que a forga de ligagdo entre os atomos de silicio e carbono (Si-C,
AH° 318 KJ/mol). Assim, faz-se necessaria a protegado do alcool propargilico para o
uso nesta reacgao.

A reagao foi realizada a -78°C favorecendo a estabilizacdo do anion
formado através da reacdo de 10 com n-BuLi. A reacdo se processou de maneira
eficaz levando a formacao do produto de interesse 16 em 87% de rendimento.

Através da analise do espectro de RMN 'H (p. 153) observou-se a
presenga de um singleto em & 0,17 referente aos nove hidrogénios das metilas do
grupo trimetilsilano, um multipleto em 1,67 referente aos hidrogénios metilénicos do
anel THP, um multipleto em & 3,56 referente a um dos hidrogénios carbindlicos do
anel THP, um duplo duplo dubleto em 6 3,84 (J = 3,1; 8,4 e 11,6 Hz) referente ao
outro hidrogénio carbindlico do anel THP, um dubleto em & 4,25 (J = 4,1 Hz)
referente aos hidrogénios carbindlicos da porgéo propargilica e um tripleto em & 4,82
referente ao hidrogénio cetalico.

O espectro de RMN *C (p. 155) apresentou sinais referentes a todos
os carbonos da molécula, em especial os sinais em 6 101,55 e 6 90,79 referente aos
carbonos da ligagao tripla, o sinal em 6 96,73 referente ao carbono cetalico, os sinais
em o 61,87 e & 54,77 referente aos carbonos carbindlicos e o sinal em & -0,06
referente aos trés carbonos do grupo trimetilsilano.

A analise do espectro de absorgao na regido do infravermelho (p. 156)
para o composto apresentou banda caracteristica de ligagéao sp>C-H do anel THP
em 2956 cm™, banda caracteristica da ligacdo C=C em 2175 cm™ e a auséncia da
banda em 3305 cm™ referente a ligagdo =C-H evidenciando a protegdo da tripla
ligagcao terminal do composto 10.

Observou-se através da analise do composto 16 por CG-EM (p. 157) o
pico m/z 211 referente ao ion [M — H]", como pico base o ion m/z 85 obtido em
compostos com o grupo THP (ESQUEMA 3.14) e o pico m/z 73 referente ao fragmento

proveniente do grupo protetor trimetilsilil.
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EsQUEMA 3.14: Proposta mecanistica de fragmentagéo de 16.

O processo de obtengao do alcool 17 a partir de 16 ocorreu de maneira
rapida e simples através do uso de resina acida Amberlyst em metanol, levando a
obtencgao do produto de interesse com rendimento de 96%.

A analise do espectro de RMN 'H do composto 17 (p. 158) revelou a
presenca de um singleto em 5 0,18 referente aos nove hidrogénios metilicos do
grupo trimetilsilano, um singleto em & 1,82 referente ao hidrogénio da hidroxila e um
singleto em & 4,27 referente aos dois hidrogénios carbindlicos.

Ja a analise do espetro de RMN "*C obtido para o composto (p. 159)
apresentou sinais referentes aos dois carbonos da ligagéo tripla em 6 103,85 e &
90,67, sinal em & 51,62 referente ao carbono carbindlico e sinal em & -0,24 referente
aos trés carbonos metilicos do grupo trimetilsilano.

O espectro de IV (p. 160) apresentou banda caracteristica da
deformacao axial da hidroxila em 3367 cm™, banda caracteristica da ligacdo sp*C-H

em 2960 cm™ e banda caracteristica da ligacdo C=C em 2175 cm™.
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O pico do ion molecular (M) m/z 128 e o pico base m/z 113
proveniente da perda de uma metila pela molécula foram obtidos para o composto,
através da analise por CG/EM (p. 161).

Para a bromacéao seletiva do alcool 17 sem que a ligacao tripla fosse
afetada, utilizou-se ftrifenilfosfina e bromo em diclorometano sob banho de gelo. A
adicdo de bromo foi realizada em menor quantidade que a de trifenilfosfina, o que
evitou a presenga de bromo no meio reacional, garantindo que todo ele estivesse na
forma de sal de fosfbnio, o qual foi responsavel pela bromacdo. A completa
conversao do bromo neste sal de fosfénio foi observada através da total mudanca de
coloragao de alaranjado para branco.

A reacédo se processou de maneira rapida e eficaz levando a formagao
do produto desejado 18 com rendimento de 70%.

A analise do composto por RMN 'H (p. 162) apresentou um singleto
em & 0,18 referente aos nove hidrogénios metilicos equivalentes do grupo
trimetilsilano e um singleto em & 3,90 referente aos dois hidrogénios carbindlicos.

Ja a andlise do composto obtido através de RMN '*C (p. 163)
apresentou sinais em 6 99,97 e & 92,12 referente aos carbonos da tripla ligagao,
sinal em & 14,51 referente ao carbono carbindlico e sinal em 6 -0,42 referente aos
quatro hidrogénios equivalentes das metilas do grupo trimetilsilano.

Para o espectro de IV (p. 164) observou-se a presenca de banda em
2957 cm™ caracteristica da ligacdo sp°C-H, a presenca de banda em 2180 cm™
caracteristica da ligagdo C=C e a presencga de banda em 1251 cm™' caracteristica da
ligagao CH»-Br.

O espectro de massas obtido para o composto (p. 165) apresentou o
pico do ion molecular m/z 190 e m/z 192 e como pico base m/z 177 e m/z 175
provenientes da perda de uma metila pela molécula, mostrando através da relacao

isotdpica (M e M+2) a presenga de bromo.

3.4.1 Obtencéo do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)

M + /Br Cs,C0s, Cul Z A
8 ™ Nal, DMF, 70% TMS

14 18 8 19

EsQUEMA 3.15: Obtencgao do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19).
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O processo de obtengdo do composto 19 ocorreu através do
acoplamento do brometo de propargila sililado seguindo metodologia descrita por
Durand et al. (1998).

A utilizacdo de carbonato de potassio como base para a reacgéo leva a
obtencdo do produto de interesse com menores rendimentos, assim a troca por
carbonato de césio foi efetiva propiciando melhores rendimentos. A reacédo se
processa de maneira eficaz sendo o produto de interesse 19 formado em 70% de
rendimento.

Testou-se também a reacdo usando como base n-butil litio, que n&o
levou ao produto de interesse sendo o material degradado durante o teste.

O espectro de RMN "H obtido para o composto (p. 166) apresentou um
singleto em & 0,16 referente aos nove hidrogénios equivalentes do grupo
trimetilsilano, um tripleto em 6 0,88 referente aos trés hidrogénios da metila terminal,
um singleto largo em & 1,27 referente aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquila,
um multipleto em & 2,15 referente aos dois hidrogénios metilénicos da cadeia
alquilica vizinho a ligacao tripla e tripleto caracteristico do composto em 6 3,17 (J =
2,4 z) referente aos dois hidrogénios metilénicos presente entre as duas ligagdes
triplas.

Observou-se através do espectro de RMN '*C (p. 168) obtido para o
composto a presenca de sinais referentes a todos os carbonos da molécula, em
especial os sinais em & 105,20; & 84,47; 6 80,98 e 6 73,26 referentes aos quatro
carbonos das duas ligagdes triplas e o sinal em & -0,13 referente aos trés carbonos
equivalentes do grupo trimetilsilano.

Através da analise do composto obtido por IV (p. 170) observou-se a
presenca de banda em 2925 cm™ caracteristica da ligacéo sp>C-H e a presenca de
banda em 2183 cm™ caracteristica das ligagdes triplas, C=C.

O espectro de massas obtido para o composto (p. 171) apresentou
pico m/z 275 (5%) referente a perda pela molécula de um metila e como pico base o

ion m/z 73 referente ao fragmento trimetilsilano [C3HgSi]".
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3.4.2 Obtenc¢éo do 1,4-hexadecadiino (4)

Z A5 KF, DMF = N
8 19 TMS  MeOH,99% s 4

EsQUEMA 3.16: Obtencao do 1,4-hexadecadiino (4).

A reagao de desprotegcao da tripla ligagao terminal do composto 19
levando a obtencdo do composto de interesse 4 se processou de maneira eficaz e
rapida com rendimento de 99%. Neste caso € essencial o uso do co-solvente DMF
uma vez que sua auséncia ndo leva a obtengao do produto desejado.

O composto 4 quando estocado por muito tempo mesmo em
refrigerador a baixa temperatura levou ao produto de degradagdo 22 (ESQUEMA
3.11).

A andlise do composto através de RMN 'H (p. 118) permitiu observar
um tripleto em 6 0,88 (J = 6,8 Hz) referente aos trés hidrogénios metilicos, um
singleto largo em & 1,26 referente aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica,
um tripleto em & 2,05 (J = 2,6 Hz) referente ao hidrogénio da ligagao tripla terminal,
um triplo tripleto em & 2,15 (J = 2,6 e 6,8 Hz) referente aos dois hidrogénios
metilénicos da cadeia alquilica vizinhos a ligagao tripla e um quadrupleto em 6 3,14
(J = 2,6 Hz) referente aos dois hidrogénios metilénicos entre as duas triplas ligacdes.

O espectro de RMN 'C obtido para o composto (p. 120) apresentou
sinais referentes a todos os carbonos da molécula, em especial os sinais em &
81,34; 6 79,00; 6 72,96 e 5 68,27 referentes aos quatro carbonos das duas triplas
ligacoes.

Foram observadas as bandas em 3313 cm™, caracteristica da ligagao
=C-H, e em 2923 cm™, caracteristica das ligagdes sp*C-H, quando o composto foi
analisado através de IV (p. 122).

A andlise do espectro de massas obtido para o composto (p. 123)
permitiu observar a presenga do ion m/z 175 (1%) referente a perda pela molécula
de uma unidade C3H; proveniente do final da cadeia alquilica. No restante do
espectro observou-se também a perda sucessiva de unidades CHy, caracteristica de

composto contendo cadeia alquilicas longas.
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3.5 TENTATIVA DE OBTENCAO DO 3-TOSIL-ENEICOSA-6,9-DIIN-1-OL (2)
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EsQUEMA 3.17: Tentativas de obtengao do tosilato 2.

Foram realizadas diversas tentativas para a obtencido do composto 2 a
partir da reacdo do diino 4 com o epoxitosilato 3, porém as duas metodologias
utilizadas se mostraram ineficientes no preparo do composto desejado.

O procedimento utilizando n-BuLi foi baseado em metodologia descrita
por Che & Zhang (2005) e Soulié et al. (1995), porém quando testada diversas vezes
nao levou a obtengdo do composto esperado nem ao produto de ciclizagdo e
formagao do epoxido em meio basico.

Ja o procedimento que utiliza carbonato de césio foi baseado em
metodologia utilizada para o processo de formagdo do composto 19. Em ambos os
casos foi observado com subproduto das reagdes a formacdo do produto de

degradagéao 22.
3.6 SINTESE DO 3,4-EPOXI-6,9-ENEICOSADIENO (1)

A solugdo encontrada visando a formacdo do composto 1 foi utilizar
nao mais o epoxitosilato 3 mas o epoxitriflato 20, uma vez que triflatos sdo melhores
grupos abandonadores, o que facilita sua substituicdo. Assim, seguiu-se nova

metodologia como mostrada no ESQUEMA 3.16).
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EsQUEMA 3.18: Obtengéo do 3,4-epoxi-Z6,Z9-eneicosadieno (1).

A reacao de formagao do epoxitriflato, a partir do composto 6, seguindo
metodologia descrita por Khrimian et al. (2004), ocorreu de maneira rapida e
eficiente, levando a formag¢ao do composto 20 com rendimento de 98%.

Através da analise do espectro de RMN "H obtido para o composto 20
(p. 172) observou-se a presenca de um tripleto em 6 1,08 (J = 7,3 Hz) referente aos
trés hidrogénios metilicos, um multipleto em 6 1,58 referente aos dois hidrogénios
metilénicos, um duplo tripleto em & 3,08 (J = 4,1 e 6,6 Hz) referente ao hidrogénio
ligado ao carbono da posigdo 2, um duplo dubleto em 6 3,30 (J = 4,3 e 7,1 Hz)
referente ao hidrogénio da posigao 3 e dois duplos dubletos em 6 4,50 (J = 7,0 e
11,0 Hz) e 56 4,69 (J = 3,8 e 11,0 Hz) referentes aos dois hidrogénios carbindlicos.

Observou-se através do espectro de RMN '*C obtido para o composto
(p. 174) o sinal referente ao carbono do grupo CF3; em 6 121,80; 6 115,45 e 5 102,93;
o sinal em & 74,86 referente ao carbono carbindlico, os sinais em § 57,94 e § 52,58
referentes aos carbonos do anel epdxido, o sinal em & 21,17 referente ao carbono
metilénico e o sinal em & 10,92 referente ao carbono metilico.

O espectro de IV (p. 175) nao apresentou banda caracteristica de
deformagédo axial de hidroxila evidenciando a formagao do triflato, observou-se
também a presenca de banda em 2978 cm™ caracteristica de ligacoes sp°C-H, e
banda em 1415 cm™ caracteristica da ligagéo C-F.

Observou-se através da analise do composto por espectrometria de
massas (p. 176) o ion m/z 191 com alta intensidade (31%) e o ion m/z 85 (72%) para

0s quais os mecanismos de fragmentagéo sao propostos no ESQUEMA 3.19. Também
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se observou para o espectro de massas obtido a presenga do ion m/z 133 (10%)

referente ao grupo triflato ([CF30.S]") e m/z 69 (100%) referente ao ion [CF3]".
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EsQUEMA 3.19: Proposta mecanistica de fragmentagéo de 20.

A reacao de formagao do composto 21, com n-BuLi em éter etilico,
baseada em metodologia descrita por Khrimian et al. (2004), levou a obtenc¢do do
composto desejado com rendimento de 80%. E de extrema importancia a utilizagéo
neste caso de solvente destilado recentemente.

A analise do produto obtido por RMN 'H (p. 177) apresentou um tripleto
em 6 0,88 (J = 6,7 Hz) referente aos hidrogénios metilicos da posi¢cédo 21, um tripleto
em & 1,07 (J = 7,5 Hz) referente aos trés hidrogénios metilicos da posigdo 1, um
singleto largo em & 1,26 referente aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica,
um triplo tripleto em ¢ 2,15 (J = 2,4 e 6,8 Hz) referente aos hidrogénios metilénicos
da posi¢ao 11, dois duplos duplos dubletos em 6 2,54 (J =2,4; 2,7; e 5,1 Hz) eem &
2,62 (J =24; 2,7 e 51 Hz) referentes aos dois hidrogénios da posi¢ado 5, um duplo
dubleto aparente em 6 2,92 (J = 2,4 e 6,3 Hz) referente aos dois hidrogénios
metilénicos entre as duas triplas ligagdes e um multipleto em & 3,13 referente aos

dois hidrogénios do anel epdxido.



RESULTADOS E DISCUSSAO 51

O espectro de RMN *C (p. 179) apresentou sinais referentes a todos
os carbonos da molécula em especial os sinais em & 80,77; & 76,86; 6 75,24 e &
73,87 referentes aos quatro carbonos das duas triplas ligacbes e os sinais em &
58,06 e 6 55,13 referentes aos dois carbonos do epoxido.

Através da analise do composto por espectrometria de massas (p. 182)
observou-se a presenga do ion m/z 301 (4%) referente a perda de um hidrogénio
(IM-HJ") e ions com perdas sucessivas de massa da unidade CH, encontrada como
padrdao de fragmentagcdo de compostos com cadeias alquilicas longas.A reacéo de
hidrogenacgado estereoseletiva do composto 21 se processou de maneira eficaz e
rapida levando a obten¢do do composto desejado 1 com rendimento de 95%. Foi de
extrema importdncia o uso de quinolina, uma vez que esta impede a total
hidrogenagao das ligagdes duplas, evitando que o composto seja reduzido a alcano.
Outro fator importante foi que, devido ao mecanismo de reducao das ligagdes triplas
com hidrogénio gasoso, a estereoquimica das ligagdes duplas foi sempre Z.

Observou-se através da analise do espectro de RMN 'H (p. 95) obtido
para o composto 1 a presenca de um tripleto em & 0,88 (J = 6,8 Hz) referente aos
trés hidrogénios metilicos da posigéo 21, um tripleto em 6 1,05 (J = 7,6 Hz) referente
aos trés hidrogénios metilicos da posi¢cao 1, um singleto largo em & 1,26 referente
aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica. Observou-se ainda um multipleto
em 6 1,58 referente aos hidrogénios metilénicos da posi¢cao 2, um quadrupleto em 3
2,05 (J = 6,8 Hz) referente aos hidrogénios metilénicos da posicdo 11, um duplo
tripleto em & 2,22 (J = 6,8 e 14,4 Hz) e um duplo tripleto em 6 2,41 (J = 6,4 e 14,4
Hz) referentes aos dois hidrogénios metilénicos da posi¢céo 5, um tripleto em 5 2,80
(J = 6,8 Hz) referente aos dois hidrogénios metilénicos entre as duplas liga¢des, dois
duplos tripletos em 6 2,90 (J =4,4 e 6,4 Hz) e em & 2,95 (J = 4,4 e 6,4 Hz) referentes
aos dois hidrogénios do anel epoxido e um multipleto em & 5,42 referente aos quatro
hidrogénios das duplas ligacdes.

A estereoquimica Z das duas ligagdes duplas n&o pode ser
comprovada através da analise das constantes de acoplamentos dos hidrogénios
vinilicos, pois os sinais referentes a estes hidrogénios estdo sobrepostos de maneira
que impedem uma atribuicdo dos sinais. Mesmo através da analise por HMBC na
tentativa de observagao destas correlagdes a longa distancia isto ficou impedido.

Assim a estereoquimica Z das ligagbes duplas foi proposta através de

simulacdes de espectros de hidrogénios e carbonos utilizando-se o programa ACD-



RESULTADOS E DISCUSSAO 52

Labs, que mostraram grandes diferengcas de deslocamento quimicos para os sinais
referentes a ligagdes duplas Z e E.

O espectro de RMN "C obtido para o composto (p. 103) apresentou
sinais referentes a todos os carbonos da molécula, em especial os sinais em &
130,85; 6 130,74; 6 127,21 e & 124,19 referentes aos quatro carbonos das duas
duplas ligagdes e os sinais em 6 58,35 e & 56,60 referentes aos carbonos do anel
epoxido.

Através do mapa de correlagcbes HSQC (FIGURA 3.1) obtido para o
composto 1, observou-se que os carbonos das ligagdes duplas se correlacionam
com os hidrogénios presentes no multipleto em 6 5,42, evidenciando a existéncia na

molécula de duas ligagdes duplas.

%

FIGURA 3.1: Mapa de contorno HSQC do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno

(1)

A analise do composto por espectrometria de massas (FIGURA 3. 2)

mostrou a presenga de fragmentos caracteristicos de 3,4-epdxidos como o ion m/z
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277 referente a perda pela molécula de CyHs, 0 ion m/z 234 e o ion m/z 79 para os
quais a formacdo é mostrada na FIGURA 3.3, conforme descrito por Ando et al.
(1993).

O ion molecular m/z 306 permitiu identificar o tamanho da cadeia
alquilica. Assim, o espectro de massas obtido para o composto isolado de fémeas
de T. arnobia e que se mostrou bioativo na antena de machos, identificado por
Moreira (2003), e para o composto sintetizado mostram bastante semelhanga quanto
ao padrédo de fragmentacdo encontrado, sugerindo que sejam as mesmas

substancias.
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FIGURA 3.2: Espectro de massas obtido para o 3,4-epoxi-6,9-

eneicosadieno (1).
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FIGURA 3.3: Fragmentagdes caracteristicas de 3,4 epoxidos (ANDO, et
al., 1993).

A exata confirmacgéo da estrutura sintética preparada 1 em relagdo ao
composto identificado como o feroménio sexual se dara através da co-eluicdo em
dois diferentes sistemas cromatograficos (colunas: polar e apolar) a partir da co-
injegdo do extrato de glandulas e da substéncia sintética, e através do calculo dos

indices de Kovats para ambas as substancias, de origem sintética e natural.

3.7 EAG DE MACHOS E FEMEAS DE T. ARNOBIA FRENTE AO 3,4-EPOXI-
76,Z9-ENEICOSADIENO (1), FEROMONIO SINTETICO.

Visando confirmar a bioatividade do composto sintetizado 1 frente a
machos e fémeas de T. arnobia, realizou-se o teste de EAG com 10 antenas de
machos e fémeas utilizando-se de 1 pL de solugdo do composto sintético na
concentragédo de 100 mg/mL preparada em hexano.

Os resultados obtidos (FIGURA 3.4) demonstram que o composto
sintético é bioativo tanto frente a antenas de machos e de fémeas de T. arnobia,
respondendo de maneira semelhante. Porém a resposta obtida parece ser baixa em
relacdo ao controle. Ja se sabe que a presenga, em alguns casos, de isbmeros na
mistura feromonal acabam por minimizar a agdo do composto majoritario puro. Neste
caso o feromdnio sintetizado apresenta os quatros isbmeros em mesma proporgao,
fator este que pode estar contribuindo para a baixa resposta eletrofisiolégica do

composto.



RESULTADOS E DISCUSSAO 95

@ macho m fémea O controle
300
[72]
c a
2 250 —
[
<
g S
o]
o 200
g5 2
o
©
S G 150 -
L =
g c
3 : >
b
S 100
NT©T
I
© 50
o
0
[O)
QO
0
Estimulo (100 mg/mL)

FIGURA 3.4: EAG (%) das antenas de machos (N = 10) e fémeas (N =

10) de T. arnobia frente a solugdo em hexano do feromdnio sintético.

Estatisticamente o resultado encontrado para os machos e para as
fémeas ¢é igual, porém observa-se uma tendéncia nos dados dos machos a
responderem de maneira mais eficaz ao composto, evidenciando uma possivel acéao
de feromdnio sexual para a substancia.

Segundo Lim & Greenfield (2008) em espécies de mariposas o
encontro de machos e fémeas se caracteriza através da liberagao pela fémea de um
feroménio a longa disténcia e a orientagdo olfativa do macho para com a pluma de
feromonio, seguido da copula. Porém, descobertas neurofisioldgicas recentes, para
algumas espécies, evidenciam que fémeas nao s&o necessariamente inativas a
sinais emitidos durante o processo de encontro de machos e fémeas.

Fémeas de Utetheisa ornatrix aumentam a movimentagdo em resposta
ao feromdnio coespecifico e quando analisadas sob a presenca de correntes de ar
com duas diferentes concentragcdes de feromébnio, estas se orientam
preferencialmente na direcdo da mais alta concentracdo permanecendo naquela

Zona.
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Assim, a conclus&o da agao exata desta substancia no comportamento
dos insetos somente sera esclarecida através de testes comportamentais de

laboratdrio e de campo.

3.8 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS PSIDIUM GUAJAVA

Visando a realizagdo dos testes eletroantenograficos (EAG) com
adultos e fémeas de T. arnobia frente ao 6leo essencial de goiabeira para a posterior
determinagcao dos componentes bioativos, fez-se necessaria a extragado do 6leo de
folhas jovens (brotos) e maduras de Psidium guajava.

Para a extracdo foram coletadas folhas de duas diferentes goiabeiras
silvestres (goiaba branca), proximas ao Departamento de Quimica da UFSCar, no
periodo da manha. Todas as coletas de folhas foram realizadas em diferentes dias
da mesma semana (periodo de 15/06/2007 a 21/06/2007), diminuindo diferengas
nos extratos por motivo de variagdo climatica. Realizou-se uma nova extragao de
oleo essencial de folhas da goiabeira A um ano depois. As folhas foram coletadas de
forma aleatdria, uma vez que a planta ndo apresentava, naquele periodo, folhas
jovens (brotos).

As folhas foram submetidas a hidrodestilacdo utilizando-se do sistema
de Clevenger por 4 horas, para a extracdo do 6leo essencial. O resfriamento do
sistema de destilacdo foi realizado utilizando-se agua a temperatura de 5 °C,
facilitando a condensacéao dos volateis.

As folhas foram previamente pesadas permitindo obter a porcentagem

em massa extraida de oleo essencial, as quais estao dispostas na TABELA 3.3.

TABELA 3.3: Quantidade de folhas coletadas e porcentagem (%) de oleo extraido®.

Goiabeira A Goiabeira B
FJ FM FA FJ FM
coleta 20/06/07 15/06/07 06/06/08 21/06/07 18/06/07

massa folhas (Q) 328,0 380,0 500,0 390,0 3940
massa de 6leo (g) 0,190 0,207 0,216 0,348 0,215
% de 6leo 0,057 0,054 0,043 0,089 0,054

@ FJ = folhas jovens, FM = folhas maduras, FA = folhas coletadas de

forma aleatoria.
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3.8.1 Anélise quimiométrica dos diferentes 6leos essenciais

A analise por cromatografia gasosa dos 6leos essenciais obtidos com a
adicdo de um padrao interno (octadecano = ultima banda cromatografica com alta
intensidade), mostrou a presenca em cada 6leo de diferentes compostos, com seus
respectivos tempos de retengdo com um “Slope” de 200 (FIGURA 3.5).
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FIGURA 3.5: Cromatogramas obtidos para O6leos essenciais de P.
guajava: Preto — folhas jovens planta A; Rosa — folhas jovens planta B; Vermelho —

folhas maduras planta A; Verde — folhas maduras planta B; Pl — padrao interno.

A analise quimiométrica através da técnica de PCA (Principal
Component Analysis) foi realizada para os diferentes tempos de retengao dos
compostos presentes em cada 6leo essencial (FIGURA 3.6) através do programa
computacional Pirouette, a fim de visualizar a existéncia de diferengcas na

composi¢ao de cada dleo.
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FIGURA 3.6: PCA obtido para dleos essenciais de P. guajava: TIJA —
folhas jovens planta A; TIJB — folhas jovens planta B; TIVA — folhas maduras planta

A; TIVB — folhas maduras planta B.

O estudo mostrou que folhas de goiabeiras distintas podem ser
diferenciadas e agrupadas conforme sua idade. Assim, foi possivel afirmar que
folhas jovens, valores de PCA 2 negativos, e maduras, valores de PCA 2 positivos,
sao diferentes ndo s6 na quantidade, mas também na composicdo das substancias
presentes nas folhas.

Devido a auséncia de folhas jovens na planta A, a coleta de folhas
realizada apés um ano (06/06/08) foi de forma aleatéria. A analise do éleo essencial
obtido através de cromatografia gasosa levou a observacdo de diferentes
substancias presentes assim como a analise por PCA permitiu caracterizar este
novo 6leo essencial dentro do grupo de Oleos essenciais obtidos a partir de folhas

maduras com valores de PCA 2 negativos (FIGURA 3.7).
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FIGURA 3.7: PCA obtido para 6leos essenciais de folhas de P. guajava:
Vermelho — folhas jovens planta A e B; Verde — folhas maduras planta A e B; Preto —

folhas coletadas da planta A de forma aleatéria (06/06/08).

Silvestre et al. (1997) relataram resultado semelhante encontrado
através da analise de Oleo essencial obtido de folhas jovens e maduras de
Eucalyptus globulus. Fica evidente a possibilidade de detectar variagcbes quanto a
idade das folhas; folhas jovens quando comparadas as folhas maduras tendem a
apresentar uma maior quantidade de compostos monoterpenos nao oxigenados e
sesquiterpenos. Com o passar do tempo folhas jovens se tornam maduras
aumentando a quantidade de monoterpenos oxigenados, ésteres monoterpénicos e

alcoois sesquiterpénicos.

3.9 EXPERIMENTOS DE EAG

Os ovos utilizados para obtencdo dos insetos adultos foram
provenientes de posturas de T. arnobia oriundas de casais da criagao, estabelecida
em nosso laboratdrio.

A criagdo foi realizada sob condi¢gdes de fotoperiodo de 12 horas.
Lagartas recém eclodidas foram transferidas para o interior de tubos contendo dieta
artificial, pois nas primeiras etapas do desenvolvimento, a alimentagao artificial das

lagartas diminui a mortalidade. Os tubos foram mantidos em prateleiras de madeira
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em posigao inclinada e com o tampao de algodao voltado para baixo, para diminuir o
ressecamento da dieta e facilitar a alimentagdo das lagartas, uma vez que estas se
localizam através da luz. No ultimo instar as lagartas foram alimentadas com folhas
de goiabeira até a pupacéao.

Os testes eletroantenograficos (EAG) foram realizados com antenas de
machos e fémeas adultos virgens de T. arnobia com um ou dois dias.

As lagartas que deram origem aos machos e fémeas utilizados nos
testes foram alimentadas durante o ultimo instar com folhas de goiabeira até a
empupacgao, visando que estas desenvolvessem bem o sistema olfativo.

Testes a partir de trés concentragdes (10, 1 e 0,1 mg/mL), preparadas
pela diluigdo de Oleo essencial em hexano destilado, foram realizados em
quintuplicata.

Cada concentragao referente a cada 6leo assim como o controle
(hexano) foram testados de forma aleatdria, o intervalo entre cada “puff’ foi de 60
segundos. Os dados foram normalizados sobre o controle (hexano) pelo proprio
programa da Synthec utilizado, avaliados através da analise de variancia, ANOVA, e
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05) para o qual as médias mostradas nas

figuras seguidas pela mesma letra nao diferem entre si.
3.9.1 EAG de machos de T. arnobia
Os resultados obtidos de EAG (%) para 6leos essenciais da goiabeira

A e B frente a antenas de machos em relagéo ao controle (hexano) sdo mostrados

na FIGURAS 3.8 e 3.9, respectivamente.
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FIGURA 3.8: EAG (%) em antenas de machos de T. arnobia frente a
Oleo essencial de P. guajava (A), N = 4.
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FIGURA 3.9: EAG (%) em antenas de machos de T. arnobia frente a
Oleo essencial de P. guajava (B), N = 4.

Devido a metodologia de testes adotada durante as primeiras analises
realizadas com Oleos essenciais de folhas de diferentes idades e plantas, a
sequéncia de testes apresentou longo periodo de duragdo, o que muitas vezes

ocasionou a perda da sensibilidade da antena analisada impossibilitando o término
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da seqUéncia de teste, motivo pelo qual s foi possivel obter resultados confiaveis
para um baixo numero de insetos como mostrado.

Pode-se observar a existéncia de um padrao de resposta para os
dados de EAG (%) obtidos para os machos de T. arnobia frente a éleos essenciais
das goiabeiras A e B obtidos de folhas maduras e jovens.

Em ambos os testes de EAG realizados com machos para as plantas A
e B observou-se, em relagdo ao controle (hexano), uma maior bioatividade dos 6leos
essenciais nas antenas. Outro fator importante observado foi que mesmo na mais
baixa concentracdo (0,1mg/mL) os Oleos essenciais se mostraram bioativos,
existindo uma dependéncia da concentragédo na bioatividade da antena.

Como os dados de EAG para os machos foram obtidos com numero
baixo de insetos, repetiu-se os testes realizados nao mais em quintuplicata, mas
com maior numero de insetos, o0 que levou a resultados mais concretos e confiaveis
sobre as diferengas de respostas eletrofisioldgicas observadas.

Evitou-se utilizar os 6leos essenciais antes obtidos uma vez que estes
poderiam estar degradados.

Assim, utilizando nova metodologia de testes repetiu-se a coleta de
folnas de forma aleatéria como apresentado anteriormente para a goiabeira A,
seguindo a extracéo do 6leo essencial.

Os testes de EAG nas antenas de machos foram realizados de
maneira que cada concentracao (0,1; 1,0; 10,0 e 100 mg/mL) de dleo essencial
fosse testada uma vez sobre cada antena. No inicio e no fim de cada série testava-
se o controle (hexano), sendo utilizadas no total 10 antenas provenientes cada uma
de um individuo diferente, ou seja utilizou-se somente a primeira antena retirada de

cada inseto sendo a segunda antena descartada (FIGURA 3.10).
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FIGURA 3.10: EAG (%) de machos de T. arnobia frente a 6leo essencial
de folhas da goiabeira A colhidas em 06/06/2008 (N = 10).

Apesar de estatisticamente nao existir diferengca entre os dados do
controle (hexano) e das trés primeiras concentragbes testadas, aparentemente
existe um mesmo padrao de resposta quando comparado com os dados obtidos
para as primeiras analises realizadas com folhas jovens e maduras provenientes das

plantas A e B.

3.9.2 EAG de fémeas de T. arnobia

Para analise realizada com Oleos essenciais de goiabeiras frente a
antenas de fémeas virgens de T. arnobia, observou-se que as antenas de fémeas
sdo muito mais sensiveis que as antenas de machos e com tempo de duragéo
menor.

Assim, a utilizagdo da primeira metodologia em quintuplicata nao
favoreceu a obtencdo de dados com maior numero de fémeas, porém estes estao

relatados abaixo.
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Neste caso temos os dados de EAG (%) de dleo essencial de folhas
das goiabeiras A e B obtidos frente a antena de uma fémea mostrados na FIGURAS
3.11 e 3.12.
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FIGURA 3.11: EAG (%) em antena de fémea de T. arnobia frente a dleo
essencial de P. guajava (A), N = 1.
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FIGURA 3.12: EAG (%) em antena de fémea de T. arnobia frente a 6leo
essencial de P. guajava (B), N = 1.

No caso dos Oleos essenciais analisados por EAG provenientes das

goiabeiras A e B frente a antena de fémea (FIGURAS 3.11 e 3.12) ndo se observou
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um padrao de resposta como no caso dos machos para este primeiro estudo. Os
dados podem estar destorcidos uma vez que sé foi utilizada uma fémea para a
obtencao destes.

A analise do 6leo essencial obtido em 06/06/2008 frente a 10 antenas
de fémeas de T. arnobia (FIGURA 3.13) mostrou que as fémeas apresentam um
padrao de resposta proximo ao obtido para os machos, evidenciando que existem

substancias presentes no 6leo essencial que sao bioativas a antenas de fémeas.
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FIGURA 3.13: EAG de fémeas de T. arnobia frente a 6leo essencial de
folhas da goiabeira A colhidas em 06/06/2008 (N = 10).

3.9.3 EAG de machos e fémeas de T. arnobia

Os resultados de EAG para 6leos essenciais da goiabeira B frente a
antena de fémea (FIGURA 3.12) mostraram o mesmo padrao de resposta encontrado
para os machos. Assim, realizou-se analise com os dados visando verificar se as

respostas de fémeas e machos se diferenciam entre si (FIGURA 3.14).
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FIGURA 3.14: EAG (%) das antenas de machos (N = 4) e fémeas (N =

1) de T. arnobia frente a 6leo essencial de P. guajava A e B.

Observou-se que mesmo existindo diferengas nas composi¢cées dos
Oleos essenciais com relagao a idade das folhas como relatado na analise por PCA,
a bioatividade dos 6leos essenciais frente as antenas de machos e fémeas ¢ igual
em ambos. Ou seja, adultos de T. arnobia (machos e fémeas) respondem de
maneira igual tanto frente a éleos essenciais de diferentes goiabeiras como frente a
Oleos essenciais provenientes de folhas de diferentes idades, como mostrado na
FIGURA 3.14.

A confirmacdo destas observacbes vem através da analise de EAG
realizada com o 6leo essencial extraido em 06/06/2008 da planta A, para a qual
existiu um padrao de resposta idéntico tanto para os machos como para as fémeas.
Observou-se que na maior concentragdo testada (100 mg/mL) ocorre a maior
despolarizacdo da antena, evidenciando que existem substancias presentes nos

Oleos essenciais sao bioativas (FIGURA 3.15).
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FIGURA 3.15: EAG (%) das antenas de machos (N = 10) e fémeas (N =
10) de T. arnobia frente a 6leo essencial de folhas de P. guajava colhidas em
06/06/2008.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A metodologia desenvolvida para a sintese do feroménio 1 se mostrou
eficaz levando a obtencdo do composto com rendimento global de 27% em 11
etapas.

A analise do feroménio sintético mostrou que para ambos, machos e
fémeas, existiu uma bioatividade na antena, porém a identificacdo do mecanismo ao
qual este composto esta relacionado em cada individuo, machos e fémeas, somente
testes comportamentais poderdo esclarecer. Como citado anteriormente (Lim &
GREENFIELD, 2008) existem relatos na literatura de que ferombnios sexuais
apresentam diferentes respostas comportamentais tanto para machos como para
fémeas coespecificos.

Através das andlises de EAG realizadas com 6leos essenciais de P.
guajava observou-se que em todos os 6leos testados estdo presentes compostos
bioativos em machos e fémeas de T. arnobia. Ficou evidente que machos e fémeas
de T. arnobia respondem de maneira idéntica aos Oleos essenciais, ndo existindo
uma distingao de idade de folhas nem mesmo de plantas.

Assim, tem-se como perspectiva utilizar a sintese desenvolvida para a
obtencdo do composto 1, que possibilitara seu uso em posteriores testes
comportamentais de laboratério e de campo os quais definirdo a acido deste
composto no comportamento destes insetos. A obtencdo do composto 1 em
quantidade apreciavel permitira sua aplicagdo no manejo integrado de pragas, o que
abre portas, mais racionais, para o controle deste inseto em plantagdes.

Também sera necessario realizar a sintese enatiomericamente
enriquecida de 1, o que permitird determinar a estereoquimica absoluta do
composto natural, uma vez que a epoxidagao assimétrica (SHARPLESS, 1987) do cis
ou trans 2-penten-1-ol levara a formacdo de epoxialcoois enantiomericamente
enriquecidos (EsQUEMA 4.1). O posterior acoplamento e a redugdo destes
possibilitara a obtengdo dos quatro isbmeros do composto 1, permitindo verificar a
existéncia de alguma relagao de bioatividade para os diferentes isémeros frente aos

insetos.
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ESQUEMA 4.1: Proposta de epoxidagéo assimétrica do 2-pente-1-ol (cis

e trans) levando a obtengao de epoxialcoois enantiomericamente enriquecidos.

Por fim, deve-se ainda realizar a identificacdo dos cairoménios
presentes nos Oleos essenciais de P. guajava bioativos a machos e fémeas de T.
arnobia, os quais poderao ser identificados em um trabalho posterior através das
técnicas de CG-EAD e CG-EM. Isto permitira o uso destes compostos em testes
comportamentais e de campo, além de possibilitar a realizagédo de testes a fim de
verificar efeitos sinérgicos na atragao de insetos através da utilizagado da associagao

de feromonios e cairomoOnios.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 ASPECTOS GERAIS

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram
registrados em um espectrometro Bomem modelo M102. As amostras foram
preparadas na forma de filmes entre pastilhas de KBr e as absorgdes estdo
expressas em nimero de onda (cm™).

Os espectros de RMN 'H a 200 e 400 MHz e RMN "*C a 50 e 100 MHz
foram registrados em um espectrdmetro Bruker AC-200 e Bruker Avance DRX-400,
respectivamente. Para todos os espectros utilizou-se como solvente cloroférmio
deuterado e padrao interno tetrametilsilano.

Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em ppm e as
constantes de acoplamento (J) estdo expressas em Hertz (Hz). Para indicar as
multiplicidades dos sinais foram adotadas as seguintes abreviacdes: s (singleto), d
(dubleto), t (tripleto), q (quadrupleto), qui (quintupleto), m (multipleto), sl (singleto
largo), dd (duplo dubleto), ddd (duplo duplo dubleto), dg (duplo quadrupleto), dt
(duplo tripleto), dtd (duplo triplo dubleto), gd (quadrupleto duplo) e td (triplo dubleto).

Os espectros de massas foram efetuados em um cromatografo
Shimadzu modelo GCMS-QP5000, equipado com coluna capilar HP-5 de 30 m x
0,25 mm revestida com filme de 0,11um, utilizando um detector de massas, gas de
arraste He.

Nas separagdes feitas por cromatografia em coluna utilizou-se silica
gel 60 (70-230 mesh) ASTM Merck. Nas placas de vidro de 2 cm x 10 cm para CCD,
utilizou-se silica gel 60 G Merck Darmstadt e revelou-se sobre luz ultravioleta (A =
254 nm), iodo molecular ou utilizando-se um atomizador contendo uma solugéo de 1
g de vanilina, 1 mL de acido sulfurico concentrado e 100 mL de acido acético ou
solucao etandlica contendo 2 % de permanganato de potassio e 4% bicarbonato de
sodio.

As anadlises por cromatografia gasosa foram efetuadas em um
cromatégrafo Shimadzu modelo GC-17A, equipado com coluna capilar DB-5 (30 m x
0,25mm DI, espessura do filme 0,25 ym).

Os experimentos de eletroantenografia (EAG) foram feitos em um

equipamento Syntech.
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Os solventes anidros foram previamente tratados com agente secante

(sédio metalico) seguido de destilagao sob atmosfera inerte.
5.2 SINTESE DO 3,4-EPOXI-6,9-ENEICOSADIENO (1)
5.2.1 Preparo do 2,3-epoxi-1-pentanol (6)

Em um baldo seco sob atmosfera de N, contendo o composto
comercial 5 (0,502 g; 5,8 mmol), adicionou-se diclorometano anidro (5,8 mL). Em
seguida, sobre banho de gelo e agitagcdo magnética, adicionou-se solugdo de
MCPBA (1,307 g; 7,5 mmol) em diclorometano anidro (7,5 mL).

Apos duas horas de reacao a temperatura ambiente, adicionou-se ao
meio reacional solugdo saturada de carbonato de sddio (10 mL), extraiu-se a fase
organica com acetato de etila (3 x 20 mL). A fase organica foi lavada com solugao
saturada de metabissulfito de sédio (2 x 10 mL), sendo esta nova fase aquosa
lavada com acetato de etila (10 mL). Assim foram unidas as fases organicas e
secadas posteriormente com sulfato de sédio anidro, o solvente rotaevaporado.

Realizou-se a purificagdo do composto através de coluna
cromatografica com silica gel utilizando como eluente uma mistura de hexano:
acetate de etila (7:3). Obteve-se o composto esperado 6 com rendimento de 98%
(0,576 g; 5,6 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): § 1,05 (t, J = 7,5 Hz, 3H); 1,60 - 1,70 (m,
2H); 2,95 - 3,05 (m, 1H); 3,12 - 3,24 (m, 1H); 3,60 - 3,73 (m, 1H); 3,77 — 3,91 (m,
1H).

RMN "C (50 MHz, CDCls): 5 60,42; 58,24; 57,13; 21,07; 10,44.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 83 (0,5); 71 (1); 59 (100); 41 (85).

IV (Vmax, filme): 3413; 2962; 2923; 2850; 2360; 2341; 1791; 1731; 1558;
1463; 1259; 1074; 800 cm”™".

5.2.2 Preparo do 1,2,3-pentanotriol (7)
A um baldo de fundo redondo munido de agitagdo magnética contendo

o epoxialcool 6 (0,414 g; 4,0 mmol) diluido em agua (8,5 mL), adicionou-se sobre

banho de gelo acido sulfurico concentrado (1 gota).
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Ao final de duas horas foi adicionada ao meio reacional solugao
saturada de bicarbonato de sodio (10 mL), em seguida extraiu-se com acetato de
etila (5 x 25 mL). Secou-se a fase orgénica com sulfato de sodio anidro, seguindo a
evaporagao do solvente em rotaevaporador.

A purificagdo do composto foi realizada em coluna cromatografica com
silica gel, utilizando como eluente acetato de etila. O composto esperado 7 foi obtido
com rendimento de 70% (0,347 g; 2,9 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 3,62 — 3,85 (m, 4H); 3,45 - 3,60 (m, 2H);
1,41 - 1,63 (m, 2H); 0,97 (t, = 7,5 Hz, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCls): § 73,98; 73,52; 64,75; 26,44; 9,95.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 89 (7); 71 (9); 59 (68); 44 (100).

IV (Vmax, filme): 3399; 2966; 2937; 2879; 1781; 1652; 1463; 1265; 1139;
1070; 971; 883; 738 cm™.

5.2.3 Preparo do 2-[1-(4-metilfenilsulfoniloxi)propil]oxirano (3)

Em um baldo de fundo redondo seco, munido de agitagdo magnética
sob atmosfera de N, adicionou-se o composto 7 (0,264 g; 2,2 mmol) e THF anidro
(3,3 mL). A seguir sobre banho de gelo adicionou-se lentamente NaH 60% em dleo
mineral (0,281 g; 7,04 mmol) previamente lavado com hexano anidro e seco sob
fluxo de N». Terminada a adigao retirou-se o banho de gelo.

Apos uma hora de reagcdo a temperatura ambiente, adicionou-se
lentamente sob banho de gelo solugéo de tosilimidazol (0,987 g; 4,4 mmol) em THF
anidro (6,0 mL), deixou-se a reagao por durante uma hora a temperatura ambiente.

Assim, adicionou-se ao meio reacional agua (10,0 mL), extraiu-se com
acetato de etila (3 x 10 mL), a fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, e o
solvente rotaevaporado.

Para a purificagao foi realizada cromatografia em coluna utilizando com
eluente uma mistura de hexano : acetato (7:3). O produto esperado foi obtido com
rendimento de 94% (0,535 g; 2,0 mmol).

RMN "H (200 MHz, CDCls): & 7,83 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 7,34 (d, J = 8,1
Hz, 2H); 4,29 (q, J = 6,3 Hz, 1H); 3,05 (ddd, J = 2,6; 4,1 e 6,3 Hz, 1H); 2,78 (dd, J =
4,8 e4,1Hz 1H); 2,63 (dd, J=4,8 € 2,6 Hz, 1H); 2,44 (s, 3H); 1,77 (dt, J =14,4; 7,2
Hz, 2H); 0,95 (t, J = 7,2 Hz, 3H).
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RMN "C (50 MHz, CDCl5): & 144,59; 134,32; 129,63 (2C); 127,85 (2C);
84,56; 52,47, 44,78; 25,18; 21,67; 9,43.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 256 (1); 227 (0,5); 213 (4); 173 (3);
155 (55); 139 (3); 107 (4); 91 (100); 65 (26); 41 (19).

IV (Vmax, filme): 3066; 2975; 2931; 2883; 2360; 2339; 1598; 1463; 1361,
1176; 1099; 935; 852; 815; 744; 667; 555 cm-1.

5.2.4 Preparo do 2-(prop-2-in-1-iloxi)tetraidro-2H-pirano (10)

Em um baléo seco sob atmosfera de N, munido de agitagdo magnética
contendo DHP comercial previamente destilado (17,968 g¢g; 0,213 mmol),
diclorometano anidro (100 mL) e Amberlyst (1,0 g) foi adicionado lentamente, sob
banho de gelo, alcool propargilico comercial previamente destilado (10,0 g; 0,178
mmol).

A reacado foi acompanhada por CCD, apds duas horas a mistura
reacional foi filtrada sob vacuo em funil de placa sinterizada com silica gel, que foi
lavada com dilclorometano (3 x 30 mL) e a fase organica extraida com solugao
saturada de NaCl. Novamente a fase organica foi lavada com solugédo saturada de
carbonato de sédio (20 mL) e extraida.

Secou-se a fase organica com sulfato de sdodio anidro, sendo o
solvente rotaevaporado. O produto bruto foi purificado através de coluna
cromatografica utilizando silica gel e como eluente uma mistura de hexano : acetato
(9:1). O produto 10 foi obtido com rendimento de 98% (29,120 g; 0,208 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 1,48 - 1,93 (m, 6H); 2,43 (t, J = 2,4 Hz,
1H); 3,46 - 3,58 (m, 1H); 3,91 - 3,73 (m, 1H); 4,25 (t, = 2,6 Hz, 2H); 4,82 (t, J = 3,4
Hz, 1H).

RMN '®C (50MHz, CDCls): & 96,60; 79,59; 73,78; 61,71; 53,75; 30,04;
25,19; 18,81.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 139 (13); 111 (15); 101 (7); 85 (55);
67 (20); 56 (100).

IV (Vmax, filme): 3305; 2945; 2248; 1120; 1029; 904; 734 cm-1.
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5.2.5 Preparo do 2-(2-tetradeciniloxi)tetrahidro-2H-pirano (12)

Em um baldo de fundo redondo seco munido de agitagdo magnética e
sob atmosfera de N, adicionou-se THF (1,0 mL) e o composto 10 (0,061 g; 0,44
mmol).

Resfriou-se a mistura a -78°C e adicionou-se gota a gota uma solugéo
de n-BuLi em hexano 2,5M (0,028 g; 0,44 mmol). Apds adigdo deixou-se a
temperatura elevar-se naturalmente até 10°C, processo que durou aproximadamente
4 horas. Apds este periodo abaixou-se novamente a temperatura até -78°C sendo
adicionada uma solugao de 1-bromo-undecano (11) (0,11 g; 0,4 mmol) em HMPA
(0,2 mL) gota a gota.

Novamente deixou-se o sistema atingir a temperatura ambiente
naturalmente, mantendo-se o mesmo por 24 horas. Adicionou-se agua destilada (10
mL), extraiu-se a reacdo com acetato de etila (3 x 10 mL), a fase orgéanica foi seca
com sulfato de sddio anidro, e evaporado o solvente em rotaevaporador. O produto
foi obtido com 96% de rendimento (0,124 g; 0,42 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H); 1,27 — 1,86 (sl,
22H); 2,16 — 2,25 (it, J = 2,1 e 6,7 Hz, 2H); 3,48 — 3,57 (m, 1H); 3,78 — 3,88 (m, 1H);
4,14 — 4,33 (m, 2H); 4,82 (t, 3,4 Hz) 1H).

RMN *C (50 MHz, CDCls): & 96,33; 86,43; 75,66; 61,68; 54,40; 31,81;
30,19; 29,51 (2C); 29,43; 29,24; 29,04; 28,76; 29,53; 25,34; 22,57; 19,00; 18,68;
13,92.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 55 (100); 67 (44), 85 (45); 95 (26);
111 (8); 135 (2).

IV (Vmax, filme): 2958; 2871; 2852; 2175; 1249; 1029; 842 cm™.

5.2.6 Preparo do 1-bromo-2-tetradecino (13)

Em um baldo de fundo redondo sob atmosfera de N, munido de
agitagdo magnética contendo diclorometano (3,0mL), 12 (0,501 g; 1,7 mmol) e
tetrabrometo de carbono (0,704 g; 2,1 mmol), adicionou-se lentamente trifenilfosfina
(0,668 g; 2,5 mmol) sob banho de gelo.

Apos uma hora de reagdo a temperatura ambiente, adicionou-se ao

meio reacional solu¢ao 10% de acido cloridrico (10 mL) e extraiu-se o produto com
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hexano (3 x 10 mL), secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e o
solvente rotaevaporado.

A purificagdo foi realizada em coluna cromatografica com silica gel
utilizando como eluente uma mistura de hexano : acetato de etila (90:10). O produto
13 foi obtido com 97% de rendimento (0,450 g; 1,6 mmol).

RMN "H (200 MHz, CDCls): & 3,90 (t, J = 2,1Hz, 2H); 2,23 (it, J = 2,1e
6,9 Hz, 2H); 1,26 (sl, 18H); 0,88 (t, J = 6,7Hz, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCl3): & 88,28; 75,22; 31,86; 29,56 (2C); 29,44;
29,28; 29,05; 28,78; 28,33; 22,63; 18,90; 15,62; 14,03.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 109 (100); 123 (18); 137 (7); 173 (7);
175 (7); 146 (4); 148 (4).

IV (Vmax, filme): 2923; 2854; 2235; 1710; 1465; 1376; 1209; 1153; 721,
611 cm™.

5.2.7 Tentativas de preparo do 1,4-hexadecadiino (4) partindo de 1-bromo-2-
tetradecino (13)

Procedimento geral empregado nas diversas tentativas realizadas para
o preparo de 4 a partir de 13, ocorrendo apenas variagao nas quantidades utilizadas
de cada reagente para cada tentativa de acordo com os dados mostrados na TABELA
3.1.

Em um baldo de duas bocas de fundo redondo seco munido de
agitacdo magnética sob atmosfera de nitrogénio e banho de gelo contendo DMF,
iodeto de sddio seco, iodeto de cobre seco e 4 adicionou-se acetileto de litio
lentamente sobre banho de gelo.

Apos um dia de reagao a temperatura ambiente adicionou-se solugéo
saturada de cloreto de sodio (10 mL) seguido da adi¢do de solugdo 10% de acido
cloridrico ajustando o pH para acido, extraiu-se com hexano (3 x 10 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente rotaevaporado, porém o

produto de interesse nao foi obtido, em nenhuma das tentativas realizadas.
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5.2.8 Preparo do 1-tridecino (14)

Em um baldo de fundo redondo seco munido de agitagdo magnética
sob atmosfera de nitrogénio contendo THF anidro (25,5 mL), acetileto de litio 85%
complexado com EDA (1,174 g; 12,75 mmol) e HMPA (4,25 mL) adicionou-se 1-
bromo-undecano (2,00 g; 8,50 mmol) lentamente a temperatura de -78°C. Terminada
a adicao elevou-se naturalmente a temperatura a ambiente.

Apods 8 horas de reacao a temperatura ambiente, adicionou-se solugao
10% de &cido cloridrico (10 mL), extraiu-se com acetato de etila (3 x 10 mL), secou-
se a fase organica com sulfato de sddio anidro e o solvente rotaevaporado.

O produto bruto foi purificado através de coluna cromatografica de
silica gel utilizando como eluente hexano, levando a obtengdo do composto de
interesse 14 com rendimento de 96% (1,468 g; 8,16 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 0,88 (t, 6,8 Hz, 3H); 1,27 (s, 18H); 1,91
(t, 2,6 Hz, 1H); 2,16 (dt, 2,6 e 6,8 Hz, 2H).

RMN "C (50 MHz, CDCl3): & 84,52; 67,93; 31,91; 29,63 (2C); 29,53;
29,35; 29,14, 28,77, 28,53; 22,66; 18,38; 14,02.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 123 (1); 109 (14); 95 (45); 81 (100);
67 (55); 55 (65).

IV (Vmax, filme): 3313; 2925; 2854; 2119; 1465; 628 cm™.

5.2.9 Preparo do composto 1,4-hexadecadiino (4) partindo do 1-tridecino (14)

Procedimento geral empregado nas diversas tentativas realizadas para
o preparo de 4 a partir de 14 e 15, ocorrendo apenas variagdes nas quantidades e
nos reagentes utilizados para cada tentativa de acordo com os dados mostrados na
TABELA 3.2.

Utilizando Grignard:

Em um sistema seco contendo um baldo de fundo redondo sob
atmosfera de nitrogénio munido de agitagdo magnética e sistema de refluxo
contendo raspas de magnésio secas, THF anidro foi adicionado brometo de etila

comercial previamente destilado.
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Apos a completa dissolugdo do magnésio adicionou-se 14 sob banho
de gelo, elevou-se a temperatura a 40°C deixando por duas horas. A solugao foi
entdo resfriada a temperatura de -10°C e adicionado iodeto de cobre ou cloreto de
cobre deixando por 20 minutos, seguiu-se a adicdo de brometo de propargila
comercial previamente destilado, elevou-se a temperatura a ambiente.

Apoés trés horas foi adicionada a mistura reacional solugédo saturada de
cloreto de aménio (10 mL). Extraiu-se com acetato de etila (3 x 10 mL) secou-se a
fase organica com sulfato de sédio e o solvente foi rotaevaporado.

Para a purificacdo do produto da reagéo fez-se uso de cromatografia
por coluna de bancada utilizando como eluente hexano. O produto majoritario obtido

como mostrado na TABELA 3.2 foi o aleno 22.
Utilizando n-BulLi:

Em um baldo de fundo redondo seco munido de agitagdo magnética
sob atmosfera de nitrogénio a temperatura de -78°C contendo THF anidro (1,5 mL) e
14 (0,101 g; 0,5 mmol) adicionou-se solugdo de n-BuLi em hexano 2,5M (0,039 g;
0,6 mmol).

Apo6s quinze minutos foi adicionado iodeto de cobre (0,001 g; 0,008
mmol) seguido da adi¢do de brometo de propargila previamente destilado (0,075 g;
0,5 mmol).

Deixou-se a temperatura elevar-se até a ambiente naturalmente e apos
quatro horas de reagao, adicionou-se solugéo saturada de cloreto de aménio (10
mL), extraiu-se com hexano (3 x 10 mL) secou-se a fase organica com sulfato de
sédio anidro e o solvente foi rotaevaporado. O produto bruto foi analisado por CG,
nao sendo observada a formacado do material esperado 4, sendo mais relevante a
formacgao do aleno 22.

Caracterizacao do aleno 22:

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 3H); 1,26 (sl, 18H);
2,29 (t, 6,8 Hz, 2H); 4,97 (d, J = 6,8 Hz, 2H); 5,25 — 5,48 (m, 1H).
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5.2.10 Preparo do trimetil-[3-(tetraidro-piran-2-iloxi)-prop-1-inil]-silano (16)

Em um bal&o de fundo redondo seco sob atmosfera de N, munido de
agitacdo magnética, contendo THF (34,0 mL) e o composto 10 (4,752 g; 33,94
mmol), foi adicionada lentamente solu¢ao 2,5M de n-BuLi em hexano (20,4 mL, 50,9
mmol) a -78°C.

Apos 15 minutos de reagado adicionou-se lentamente cloreto de
trimetilsilano (5,529 g; 50,9 mmol) e elevou-se a temperatura ambiente
naturalmente.

Apbs 4 horas adicionou-se solugado aquosa de acido cloridrico 10% (30
mL) sob banho de gelo. Extraiu-se com acetato de etila (3 x 30 mL) secou-se a fase
organica com sulfato de sédio anidro e solvente rotaevaporado.

O produto foi obtido apds purificagdo por coluna cromatografica
utilizando-se com eluente a mistura de hexano : acetato de etila (9,0 : 1,0) com
rendimento de 87% (6,258 g; 29,52 mmol).

RMN "H (200 MHz, CDCl3): & 0,17 (s, 9H); 1,55 — 1,83 (m, 6H); 3,47 —
3,58 (m, 1H); 3,84 (ddd, J = 3,1; 8,4 e 11,6 Hz); 4,25 (d, J = 4,12 Hz, 2H); 4,82 (t, J =
3,4 Hz, 1H).

RMN *C (50 MHz, CDCls): & -0,06 (3C); 101,55; 96,73; 90,79; 61,87;
54,77; 30,22; 25,37; 18,98.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 211; 173; 111; 101, 85; 73; 55.

IV (Vmax, filme): 2956; 2175; 1249; 1130; 1029; 842; 759 cm™.

5.2.11 Preparo do 3-trimetilsilanil-prop-2-in-1-ol (17)

Em um baldo de fundo redondo sob atmosfera de N, munido de
agitacdo magnética e sistema de refluxo contendo metanol (4,0 mL) e Amberlyst
(0,025 g) adicionou-se o composto 16 (0,250g; 1,8 mmol) lentamente sob banho de
gelo.

Ap6s 8 horas sob aquecimento a 40°C filtrou-se a mistura lavando com
acetato de etila (10 mL) adicionou-se a mistura uma solu¢do aquosa de acido
cloridrico 10% (10 mL) extraiu-se com acetato, secou-se a fase orgénica com sulfato

de sodio e evaporou-se o solvente.
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O produto 17 foi obtido com rendimento de 96% (0,134g; 1,0 mmol)
através de separagédo em coluna cromatografica de silica gel utilizando como eluente
uma mistura de hexano : acetato (9 : 1).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): § 0,18 (s, 9H); 1,82 (s, 1H); 4,27 9s, 2H).

RMN "C (50 MHz, CDCls): & 103,85; 90,67; 51,62; -0,24.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 128 (1); 113 (100); 85 (93); 75 (66);
61 (68).

IV (Vmax, filme): 3367; 2960; 2175; 1251; 1041; 842 cm™.

5.2.12 Preparo do 3-bromo-1-(trimetilsilil)propino (18)

Em um baldo de fundo redondo munido de agitagcdo magnética sob
atmosfera de N, contendo diclorometano anidro (46,0 mL) e trifenilfosfina (9,735 g;
37,11 mmol) adicionou-se lentamente bromo (5,438 g; 34,03 mmol) sob banho de
gelo.

Apds 30 minutos, quando a coloragdo mudou de alaranjado para
branco, foi adicionado o composto 17 (3,960 g; 30,93 mmol) lentamente.

Apods 1 hora de reacdo a temperatura ambiente, a mistura reacional foi
lavada com agua destilada (3 x 30 mL), lavou-se a fase orgéanica com solucdo de
acido cloridrico 10% (2 x 20 mL), extraindo com diclorometano (3 x 20 mL), secou-se
a fase organica com sulfato de sédio anidro e o solvente rotaevaporado.

A purificagdo do produto bruto foi realizada através do uso de coluna
cromatografica utilizando-se como eluente hexano. O produto de interesse 18 foi
obtido com rendimento de 70% (4,961 g; 25,97 mmol).

RMN "H (200 MHz, CDCls): § 0,18 (s, 9 H); 3,90 (s, 2 H).

RMN C (50 MHz, CDCls): § 99,97; 92,12; 14,51; -0,42.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 192 (1); 190 (1); 177 (100); 175 (93);
147 (690); 149 (78); 123 (14); 111 (28); 96 (26); 83 (32); 66 (19); 53 (35).

IV (Vmax, filme): 2957; 2180; 1251; 1204; 1041; 844; 760 cm™.

5.2.13 Preparo do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)

Em um baldo de fundo redondo seco munido de agitagdo magnética e

sob atmosfera de N, contendo DMF (11,0 mL), carbonato de césio anidro (1,792 g;
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5,5 mmol), iodeto de sddio anidro (0,823 g; 5,5 mmol), iodeto de cobre anidro (1,047
g; 5,5 mmol) e o composto 14 (1,010 g; 5,5 mmol) adicionou-se lentamente 18
(1,050 g; 5,5 mmol) sob banho de gelo.

Apds 24h de reagdo a temperatura ambiente, adicionou-se solugao
saturada de cloreto de aménio (20,0 mL), extraiu-se com acetato de etila (3 x 30 mL)
sendo a fase organica seca com sulfato de sdédio anidro e o solvente evaporado.

A purificagdo do produto bruto foi realizada através de coluna
cromatografica utilizando-se como eluente hexano. O produto desejado 19 foi obtido
com rendimento de 70% (1,116 g; 3,8 mmol).

RMN "H (200 MHz, CDCl3): 6 0,16 (s, 9H); 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H); 1,27
(sl, 18H); 2,15 (tt, J = 2,4 e 6,8 Hz, 2H); 3,17 (t, J = 2,4 Hz).

RMN "C (50 MHz, CDCl5): & 105,20; 84,47; 80,98; 73,26; 31,90; 29,62
(2C); 29,55; 29,33; 29,15; 28,05; 28,69; 22,26; 18,70; 14,05; 10,82; -0,13 (3C).

E.M. (intensidade relativa %): m/z 275 (5); 247 (1); 217 (4); 177 (10);
131 (25); 117 (18); 83 (28); 73 (100); 59 (82).

IV (Vmax, filme): 2925; 2183; 1625; 1249; 1012; 842 cm™.

5.2.14 Preparo do 1,4-hexadecadiino (4)

Em um baldo de fundo redondo agitado magneticamente e com um
sistema de refluxo, contendo metanol anidro (2,8 mL), o composto 19 ( 0,418 g; 1,44
mmol) e DMF (0,7 mL) adicionou-se fluoreto de potassio (0,167 g; 2,8 mmol).

Permaneceu a mistura reacional aquecida a 40°C por 3 horas sendo
apos adicionada agua destilada (10 mL), extraiu-se com acetato de etila (3 x 10 mL),
secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e o solvente foi evaporado.

A purificagdo do composto foi realizada através de coluna
cromatografica utilizando como eluente hexano. O produto desejado 4 foi obtido com
rendimento de 99% (0,309 g; 1,42 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H); 1,26 (sl, 18H);
2,05(t,J=2,6 Hz, 1H); 2,15 (tt, J = 2,6 € 6,8 Hz, 2H); 3,14 (q, J = 2,6 Hz, 2H).

RMN "*C (50 MHz, CDCls): 5 81,34; 79,00; 72,96; 68,27; 31,93; 29,63
(2C); 29,53; 29,35; 29,15; 28,80; 28,70; 22,69; 18,69; 14,09; 9,56.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 175 (1); 161 (2); 147 (6); 133 (19);
119 (36); 105 (50); 91 (100); 67 (46); 55 (53).
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IV (Vimax, filme): 3313; 2923; 1718; 1465; 640 cm™.

5.2.15 Tentativa de preparo do 3-tosil-eneicosa-6,9-diin-1-ol (2)

- utilizando solugao de n-BulLi:

Em um baldo de fundo redondo munido de agitagdo magnética sob
atmosfera de N, contendo THF anidro (1,2 mL) e o composto 4 (0,100 g; 0,4 mmol)
adicionou-se lentamente, a temperatura de —78°C, solug¢do 2,5M de n-BuLi em
hexano (0,192 mL, 0,48 mmol).

Apo6s 15 minutos de reagéao, adicionou-se BF; eterato 48% (0,135 mL,
0,43 mmol) seguido da adigdo lenta de solugdo do epoxitosilato 3 (0,130 g; 0,5
mmol) em THF (1,5 mL).

Apos 24h de reagado a temperatura ambiente adicionou-se agua
destilada (10 mL), extraiu-se com éter etilico (3 x 10 mL) e evaporou-se o solvente.

O produto de interesse nao foi obtido sendo o material de partida recuperado.

- utilizando carbonato de césio:

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética sob
atmosfera de N, contendo DMF anidro (1,9 mL), composto 4 (0,200 g; 0,95 mmol),
iodeto de sédio anidro (0,142 g; 0,95 mmol), iodeto de cobre anidro (0,180 g; 0,95
mmol) e carbonato de césio anidro (0,309 g; 0,95 mmol), adicionou-se lentamente a
temperatura ambiente o epoxitosilato 3 (0,261 g; 1,0 mmol).

Apds 24h de reagcdo a temperatura ambiente adicionou-se solugao
saturada de cloreto de amédnio (10 mL), extraiu-se com éter etilico (3 x 10 mL) e
evaporou-se o solvente. O produto de interesse nao foi obtido, sendo o material de

partida recuperado.

5.2.16 Preparo do 3,4-anidro-1,2-dideoxi-5-O-[(1,1-difluoretil)sulfonil]pentitol
(20)

Em um baldo de fundo redondo munido de agitagdo magnética sob

atmosfera de N, a temperatura de —60°C, contendo diclorometano anidro (15,0 mL),
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o epoxialcool 6 (0,500 g; 4,89 mmol), e 2,6-lutidina (0,577 g; 5,38 mmol), adicionou-
se anidrido triflico (1,517 g; 5,38 mmol).

Apds 1 hora de reagao a temperatura de —60°C, adicionou-se solugao
de acido cloridrico 10 % ate a neutralizacdo do meio acompanhado por papel
indicador. Extraiu-se com diclorometano (3 x 20 mL) secou-se a fase organica com
sulfato de magnésio anidro e rotaevaporou-se o solvente.

A purificacdo do produto bruto através de cromatografia de coluna
utilizando como eluente uma mistura de hexano : diclorometano (6 : 4) levou a
obtencdo do produto esperado 20 com rendimento de 98% (1,142 g; 4,88 mmol).

RMN "H (200 MHz, CDCl3): & 1,08 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,45 — 1,72 (m,
2H); 3,08 (dt, J = 4,1 e 6,6 Hz, 1H); 3,30 (dt, J=4,3e 7,1 Hz, 1H); 4,50 (dd, J=7,0 e
11,0 Hz, 1H); 4,69 (dd, J = 3,8 € 11,0 Hz, 1H).

RMN "C (50 MHz, CDCls): & 121,80; 115,45; 102,93; 74,86; 57,94;
52,58; 21,17; 10,92.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 191 (31); 99 (69); 85 (72); 69 (100);
61 (95).

IV (Vmax, filme): 2976; 1415; 1210; 1144; 943; 616 cm™.

5.2.17 Preparo do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadiino (21)

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética sob
atmosfera de N, a temperatura de —78°C, contendo éter etilico anidro (0,085 mL) e o
composto 4 (0,077 g; 0,35 mmol) adicionou-se lentamente solugdo 1,0M de n-BuLi
(0,260 mL, 0,26 mmol).

Apos 1 hora de reacgado adicionou-se ao meio reacional solugao do
composto 20 (0,075 g; 0,32 mmol) em THF anidro (0,322 mL). Terminada a adigao,
elevou-se naturalmente a temperatura até —45°C deixando por 6 horas.

Adicionou-se ao meio reacional solu¢ao saturada de cloreto de aménio
(5,0 mL), extraiu-se com éter etilico (3 x 10,0 mL). O produto bruto foi purificado
através de coluna cromatografica de silica gel utilizando como eluente a mistura de
hexano : diclorometano (6 : 4) e o produto bruto desejado foi obtido com rendimento
de 80% (0,077 g; 0,25 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): § 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H); 1,07 (t, J = 7,5
Hz, 3H); 1,26 (sl, 20H), 2,15 (tt, J = 2,4 e 6,8 Hz, 2H); 2,54 (ddd, J = 2,4; 2,7 e 5,1
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Hz, 1H); 2,62 (ddd, J = 2,7; 2,4 e 5,1 Hz, 1H); 2,92 (dda, J = 2,4 e 6,3 Hz, 2H); 3,13
(m, 2H).

RMN *C (50 MHz, CDCls): & 80,77; 76,86; 75,24; 73,87; 58,06; 55,13;
31,88; 29,60 (2C); 29,50; 29,30; 29,12; 28,88; 28,73; 22,64; 20,91; 18,68 (2C);
14,02; 10,44; 9,72.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 302 (4); 273 (15); 245 (1); 231 (1);
217 (1); 203 (2); 175 (11); 161 (22); 147 (34); 133 (33); 109 (72); 81 (100); 67 (37);
55 (75).

5.2.18 Preparo do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)

Em um baldo de fundo redondo munido de agitagcdo magnética sob
atmosfera de H, a temperatura ambiente contendo o composto 21 (0,010 g; 0,03
mmol), THF anidro (0,030 mL) e quinolina previamente destilada (0,002 g)
adicionou-se paladio 10% em carbonato de calcio (0,003 g).

Apods uma hora, retirou-se a atmosfera de H, sendo a mistura reacional
filtrada sob vacuo em funil de placa sinterizada com silica gel, que foi lavada com
éter etilico (2 x 10 mL), neutralizou-se a mistura com solugéo de acido cloridrico 10%
acompanhando com papel indicador. Extraiu-se com éter etilico (3 x 10 mL), secou-
se a fase organica com sulfato de magnésio anidro e o solvente evaporado.

O produto bruto foi purificado através de coluna cromatografica de
silica gel utilizando com eluente a mistura de hexano : diclorometano (6 : 4). O
produto desejado foi obtido com rendimento de 95% (0,008 g; 0,028 mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): § 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H); 1,05 (t, J = 7,6
Hz, 3H); 1,26 — 1,34 (sl, 18H), 1,48 — 1,65 (m, 2H); 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 2H); 2,22 (dt,
J=6,8¢e 14,4 Hz, 1H); 2,41 (dt, J = 6,4 e 14,4 Hz, 1H); 2,80 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 2,90
(dt, J=4,4 e 6,4Hz, 1H); 2,95 (dt, J = 4,4 € 6,4 Hz, 1H); 5,29 — 5,50 (m, 4H).

RMN '*C (100 MHz, CDCls): & 130,85; 130,74; 127,21; 124,19; 58,35;
56,60; 31,95; 29,69 (4C); 29,37; 29,35; 27,30; 26,26; 25,83; 22,71; 21,08; 14,13;
10,64.

E.M. (intensidade relativa %): m/z 306 (0,7); 277 (0,5); 248 (0,5); 234
(5); 220 (2); 205 (0,5); 191 (0,5); 161 (1); 166 (1); 151 (2); 135 (5); 121 (8); 107 (11);
93 (35); 79 (100); 67 (50); 55 (1).
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IV (Vmax, filme): 3011; 2957; 2924, 2853; 1465; 1379; 818; 803; 720 cm’

5.3 EXTRACAO DOS VOLATEIS DE PSIDIUM GUAJAVA

A coleta manual das folhas de goiabeiras jovens (brotos) e maduras foi
realizada no periodo da manha de forma que as folhas coletadas eram utilizadas no
processo de extracdo no mesmo dia.

A extracédo dos volateis foi realizada através de destilacdo por arraste
de vapor das folhas previamente pesadas utilizando aparato de Clavenger com
baldo de fundo redondo e manta de aquecimento, sendo o sistema de destilagao
resfriado com agua a 5 °C. O periodo de destilagdo foi fixado em 4 horas para todas
as amostras. Utilizou-se agua destilada (2 L) como solvente e trés pedras de
ebulicdo.

Apos o termino de cada extracdo retirou-se o0 Oleo essencial
sobrenadante com auxilio de seringa. Este foi estocado em frasco ambar com

sulfato de sddio anidro previamente pesados.

5.4 ESTABELECIMENTO DA COLONIA ESTOQUE DE T. ARNOBIA

Os adultos e ovos utilizados para iniciar a colbnia estoque foram
provenientes de posturas de T. arnobia oriundas de casais de criacdo desenvolvida
em dieta artificial de WILCKEN (1996) estabelecida em laboratdrio.

A criacdo foi realizada sob condicdes de fotoperiodo de 12 horas. Os
ovos foram desinfetados através de imersdo em uma solugdo de formaldeido a 5%
durante 15 minutos. Apds este periodo os ovos foram transferidos para uma placa
de Petri contendo uma solucao de sulfato de cobre a 5 % onde permaneceram por 5
minutos e posteriormente foram colocados em agua destilada para eliminar residuos
das duas solugdes. Os ovos foram entdo colocados em folhas de papel toalha para
secar.

Apos a desinfestacado, os ovos foram alimentados com dieta artificial,
cujos componentes podem ser observados na TABELA 5.1. Apds o preparo, foram
vertidas em tubos de vidro de fundo chato de 2,5 cm de didmetro e 8,0 cm de altura,

previamente tampados com algodao hidréfugo e esterilizados em estufa a 120°C por
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duas horas. A quantidade de dieta colocada foi aproximadamente 1/3 do tubo sendo

esterilizado com radiagao ultravioleta germicida por uma hora.

TABELA 5.1: Composigao da dieta artificial utilizada.

Componente Quantidade

Germe de trigo 12,59
Levedura de cerveja 9,009

Farinha de milho 657,30 g
Farelo de soja 25,50 g
Leite desnatado 530¢g
Oleo de soja 5,30 mL
Sais de Wesson 2,00 mL
Solugao vitaminica de Vanderzant 0,10 mL
Nipagin 1,359
Acido ascorbico 3,609
Acido sorbico 0,68 g
Formaldeido 0,50 mL
Agar 18,60 g

Agua destilada 844.0 mL

Trés lagartas recém eclodidas foram transferidas para o interior de
cada tubo com o auxilio de um pincel fino. Os tubos foram mantidos em prateleiras
de madeira em posigao inclinada e com o tampao de algodao voltado para baixo,
para diminuir o ressecamento da dieta e facilitar a alimentagao das lagartas. Apés 15
dias as lagartas foram individualizadas em tubos contendo 1/3 de dieta e mantidas
ate o ultimo instar. No ultimo instar as lagartas foram alimentadas com folhas de
goiabeira até a pupacgao.

As pupas machos foram colocadas em BOD com temperatura de 18°C
e umedecidas diariamente a fim de evitar o seu ressecamento. Ocorrendo a
formagao das pupas fémeas, estas foram colocadas junto com as pupas de machos
a temperatura de 25°C em gaiolas circulares de PVC com 20 cm de altura e 10 cm

de didmetro tendo as extremidades fechadas com placa de Petri, de vidro, sendo a
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placa interior coberta com papel de filtro. Cada gaiola foi revestida internamente com
papel de filtro e colocadas pelo menos uma fémea para dois machos a fim de
aumentar a chance de copula.

As posturas colocadas no papel de revestimento foram coletadas e
desinfetadas conforme o processo inicialmente descrito. Depois foram

acondicionadas em copos plasticos ate 0 momento da eclosio reiniciando o ciclo.

55 EAG DE OLEO ESSENCIAL DE PSIDIUM GAUJAVA E FEROMONIO
SINTETICO FRENTE A ANTENAS DE T. ARNOBIA.

Foi utilizada para cada teste de EAG realizado, uma uUnica antena de
cada adulto de T. arnobia. Utilizou-se sempre a quantidade de 1 uyL de cada
concentracdo impregnada em papel de filtro (5 cm? de area) para preparo das
pipetas, testadas sobre a antena de forma aleatdria.

Foram utilizados insetos adultos machos e fémeas com um ou dois
dias ap6s emergirem da pupa. Os insetos foram mantidos no congelador por um
minuto, apds a imobilizacdo estes foram observados através de lupa sendo retirada
uma antena. A antena foi seccionada no topo e na base e colocada entre dois
eletrodos contendo gel condutor Spectra® 360 (Parker), o sistema foi disposto no
equipamento de EAG para a realizacdo das medidas.

Os dados obtidos foram normalizados pelo programa e analisados

através de analise de varidancia ANOVA e comparados pelo teste de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 6.2: Ampliacdo do espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



e\ W NV N

R L. b b j R |
] - IH i
N B ¥ W m :
il - s — §'w | 3
e S e — S : : U A
X 2.9 2.8 2.7 26 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 LR 1.8 1.7 1.6 1.5 mpm

Soale: D.{:_‘l?'_"n‘.llﬂ P, 3038 Hefem

FIGURA 6.3: Ampliacdo do espectro de RMN "H (400 MHz, CDCI3) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS

98
EEE T T [ R R
O
_ N
N V%

=

T
3.00

?E‘!
2.95 285

. ppm
weale 0.0 751 pprdomn, ¥.008 Hefom

FIGURA 6.4: Ampliacdo do espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 99

YRS TTTT 11T T

..................... e e

N

S I b

o s T -
e S
= = b
....................... S S "~
) . : — . : S - S
248 240 2.35 =230 2.25 220 218 Z.10 2005 2.00 1.85 P

Soake: 0.DZE8E6 ppmdom, 11,358 Helern

FIGURA 6.5: Ampliacdo do espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 100

5 B 8@ % B8 28 GE® 88 #8 8% &% 9
e U R R VA

S S . .
S L e e
-
L]
i e S e s SRR . R L
1,72 1.70 1.68 168 1.54 162 1.60 1.58 1.56 1.54 1.52 1.50 1.48 1,45

PR
Soale: 001422 ppvom, 5651 Harom

FIGURA 6.6: Ampliacdo do espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 101

|1 | IN\V794 .

- S e pa R PR e e emananici s e e ca eeeeeseeees e T ""\- ____________________________________________
b S e e j . L
—— — -
3 o -
, : : SR i i INANINS ra - S B B S
1.40 1.36 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1040 085 L= ] 0.85 0.80 ppm

Seale: 00314 ppmdcm, 1257 Hefom

FIGURA 6.7: Ampliacdo do espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 102

L TEL ] 'ILA M ke ™ Ii_lAI.i'|_ Iur. ] I

FIGURA 6.8: Espectros de NOE (400 MHz, CDCls;) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



103

ANEXOS

AR

PR

i —m———grrr

14

T r——
30 20

40

50

. —
100 a0

110

1E20

T T T Likatdannss T e —
210 200 190 180 170 160 159 140 150

3
220

FIGURA 6.9: Espectro de RMN "C (100 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 104

E SaEsmsiEa N o3 = 9¥¥Ea
5 ZzEsEsss m B8 8 23S
V7 Y BTN

|

fL
..... e DN ubb__nhm# W b MNNN

Y 13 T 13 T T T -
1035 138 “AET 138 135 134 133 132 31 13(] '1-29 123 120 a2 121 120 118 ppm

FIGURA 6.10: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



105

ANEXOS

b —

LE¥ ——

9012

TR M/
ESZN &
1Sz \
e
9T9L -\

Wi
Wiz
8117~
% %

A -
-

L%
wE—"

SERG~—"

_
__m
I %
| 12
i
T .
| =
|
i
i
f
J
o
R
F re
i
{
:
;
1
|
i
|
;
P Lo
O
-
]
[ TTEITRI T e
=

NS

A

Y4

0

p A

- WJ\LJW,_-\. et A s, S KRS L b B e b e et it _x_w.l-.J L.JL.HL—"I ij )“ S -

E‘E:'
3C (100 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)

a0

35

45

50

85

FIGURA 6.11: Ampliacdo do espectro de RMN



106

ANEXOS
& & =2 & BBR&AE &S eRe - Bon o
= = &= g gEasa e S sEE =
| % B VN REY VI
2
W/

" [ s e m e g s el . " - - iy — epiopaioepions .
325 22,0 3.8 3.0 A5 300 28.5 29.0 28.5 280 275 2?' Q 265,85 243:0 55 P

R —
33.5 33.0

FIGURA 6.12: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 107

Ll | | || .
1 v 1T T T T T T 1 T T T | T T T T T T T T 7 1 T T T 1 1T T T T T "1 T T T T
= 111 e i AL 0 oy N P Cr
U 1L 1A Fane £Lau Sl 5,_....- L -1'...=-_n iy

FIGURA 6.13: Espectro de massas do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 108

ML

I

L &0

a0

= 100

=110

|l
[
"
.
L~

1 140

— 160

= 170

= — T 5 T T 1 e ——————

T T T T T T - -
@, 0 7.5 T.0 &.5% &E.0 5.5 5.0 4.5% 4.0 gy 3.0 2.5 & .0 1.5 1.0 0.5 o. [ =] =12t

FIGURA 6.14: Espectro de HSQC (400 MHz, CDCI3) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS 109

|

Weirvanumbar (om-1)
FIGURA 6.15: Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno (1)



ANEXOS

] -
] _ _ :
; JUNR L I
| g _-_ 7 B
i 5
¢ g 19 P e £R o

FIGURA 6.16: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do epoxitosilato (3)

™S

on

110



ANEXOS 111

401 100 14 (18 308 o 2m 300

......... G:UII:!III.U. ..2:!....I....I:ﬂll..lllll‘l.ﬂ 1.l:ll

FIGURA 6.17: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do epoxitosilato (3)



ANEXOS 112

1.00 AL 118 ] 20 2.00
31 20 28 2B 27 28 28 24 23 22 24 20 18 18 4F 48 48 14 18 412 44 40 08 08
FIGURA 6.18: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do epoxitosilato (3)



ANEXOS 113

. 100 . 144 144 .08
210 .08 2.00 288 280 2. 2.0 a.ra a.7m 2.8 2.0 .08 2.50 2.

FIGURA 6.19: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do epoxitosilato (3)



ANEXOS 114

[
H 8
[ ]
. a8 204
ﬁ
.20 T .0 F.ra F.T0 k- -] F.50 T8 F.a0 ¥ T80 T T30 T8 T30 F.i8
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FIGURA 6.21: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCl5) do epoxitosilato (3)
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FIGURA 6.22: Espectro de absorgao na regiao do infravermelho para o epoxitosilato (3)
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FIGURA 6.23: Espectro de massas do epoxitosilato (3)
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FIGURA 6.24: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do 1,4-hexadecadiino (4)
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FIGURA 6.25: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCl3) do1,4-hexadecadiino (4)
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FIGURA 6.26: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do 1,4-hexadecadiino (4)
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FIGURA 6.27: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do 1,4-hexadecadiino (4)
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FIGURA 6.28: Espectro de absorgao na regido do infravermelho do 1,4-hexadecadiino (4)
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FIGURA 6.29: Espectro de massas do 1,4-hexadecadiino (4)
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FIGURA 6.30: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do 2,3-epoxi-1-pentanol (6)
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FIGURA 6.31: Ampliagao do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) do 2,3-epoxi-1-pentanol (6)
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FIGURA 6.32: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do 2,3-epoxi-1-pentanol (6)
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FIGURA 6.33: Espectro de absorgao na regiao do infravermelho do 2,3-epoxi-1-pentanol (6)
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FIGURA 6.34: Espectro de massas do 2,3-epoxi-1-pentanol (6)

" 500

128



ANEXOS 129

pem
FIGURA 6.35: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do pentano-1,2,3-triol (7)



ANEXOS 130

OH
OH

I
~
———e—] B 113

154 900

188 180 18 180 14 14 1M 13 128 13 148 1.0 108 100 0G5 DGO D88
perm
FIGURA 6.36: Ampliagao do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) do pentano-1,2,3-triol (7)
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FIGURA 6.37: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do pentano-1,2,3-triol (7)
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FIGURA 6.38: Espectro de absorgao na regiao do infravermelho para o pentano-1,2,3-triol (7)
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FIGURA 6.39: Espectro de massas do pentano-1,2,3-triol (7)
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FIGURA 6.40: Espec.tro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do éter THP do alcool propargilico (10)
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FIGURA 6.41: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do éter THP do alcool propargilico (10)
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FIGURA 6.42: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCIs) do éter THP do alcool propargilico (10)
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FIGURA 6.43: Espectro de absorgao na regidao do infravermelho para o éter THP do alcool propargilico (10)
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FIGURA 6.44: Espéctro de massas do éter THP do alcool propargilico (10)
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FIGURA 6.45: Espectro de RMN H (200 MHz, CDCI3) do éter THP do alcool 2-tetradecino (12)
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FIGURA 6.46: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do éter THP do alcool 2-tetradecino (12)
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FIGURA 6.47: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do éter THP do alcool 2-tetradecino (12)
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FIGURA 6.48: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do éter THP do alcool 2-tetradecino (12)
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FIGURA 6.49: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do éter THP do alcool 2-tetradecino (12)
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FIGURA 6.50: Espectro de absorgao na regidao do infravermelho do éter THP do alcool 2-tetradecino (12)
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FIGURA 6.51: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do 1-bromo-2-tetradecino (13)
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FIGURA 6.52: Espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCIs) do 1-bromo-2-tetradecino (13)
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FIGURA 6.53: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do 1-bromo-2-tetradecino (13)
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FIGURA 6.54: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do 1-tridecino (14)
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FIGURA 6.55: Espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do1-tridecino (14)
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FIGURA 6.56: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do 1-tridecino (14)



ANEXOS 151

- i

e~

14

Wavanunber (om-1)
FIGURA 6.57: Espectro de absorg&o na regido do infravermelho do 1-tridecino (14)
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FIGURA 6.58: Espectro de massas do 1-tridecino (14)
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FIGURA 6.59: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do éter do alcool 3-trimetilsil-propargilico (16)
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FIGURA 6.60: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do éter do alcool 3-trimetilsil-propargilico (16)
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FIGURA 6.61: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCIs) do éter do alcool 3-trimetilsil-propargilico (16)
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FIGURA 6.62: Espectro de absor¢ao na regiao do infravermelho do éter do alcool 3-trimetilsil-propargilico (16)
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FIGURA 6.63: Espectro de massas do éter do alcool 3-trimetilsil-propargilico (16)
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FIGURA 6.64: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do alcool 3-trimetilsilil-propargilico (17)
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FIGURA 6.65: Espectro de RMN '*C (50 MHz, CDCls) do alcool 3-trimetilsilil-propargilico (17)
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FIGURA 6.66: Espectro de absor¢ao na regiao do infravermelho do alcool 3-trimetilsilil-propargilico (17)
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FIGURA 6.67: Espectro de massas do alcool 3-trimetilsilil-propargilico (17)
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FIGURA 6.68: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCl3) do 3-bromo-1-(trimetilsilil)propino (18)
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FIGURA 6.69: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do 3-bromo-1-(trimetilsilil)propino (18)
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FIGURA 6.70: Espectro de absorgao na regiao do infravermelho do 3-bromo-1-(trimetilsilil)propino (18)
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FIGURA 6.71: Espectro de massas do 3-bromo-1-(trimetilsilil)propino (18)
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FIGURA 6.72: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)
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FIGURA 6.73: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)
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FIGURA 6.74: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)
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FIGURA 6.75: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)
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FIGURA 6.76: Espectro de absrogao na regiao do infravermelho do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)
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FIGURA 6.77: Espectro massas do 1-trimetilsilil-1,4-hexadecadiino (19)
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FIGURA 6.78: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do epoxitriflato (20)
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FIGURA 6.79: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do epoxitriflato (20)
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FIGURA 6.80: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do epoxitriflato (20)
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FIGURA 6.81: Espectro de absorgao na regiao do infravermelho do epoxitriflato (20)
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FIGURA 6.82: Espectro de massas do epoxitriflato (20)
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FIGURA 6.83: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadiino (21)
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FIGURA 6.84: Ampliacdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadiino (21)
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FIGURA 6.85: Espectro de RMN "C (50 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadiino (21)
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FIGURA 6.86: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadiino (21)
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FIGURA 6.87: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCls) do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadiino (21)
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FIGURA 6.88: Espectro de massas do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadiino (21)
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FIGURA 6.89: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do hexadeca-1,2-dien-4-ino (22)





