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RESUMO

SILVA, F. B. R. Investigacdo sobre a atratividade de hospedeiros infectados
com Leishmania (Viannia) braziliensis (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) para
Nyssomyia neivai (Diptera: Psychodidae). 2018. 80 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara.

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios flagelados do género
Leishmania, transmitidos por insetos hematofagos denominados flebotomineos.
Dentre as espécies de flebotomineos, Nyssomyia neivai esta entre os principais
transmissores do agente etioldgico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
no estado de Sao Paulo, sendo incriminado como vetor da LTA também em outras
areas da América do Sul. Para localizacado dos hospedeiros e realizacdo do repasto
sanguineo, os insetos hematofagos utilizam compostos volateis emanados pelos
mesmos, denominados cairoménios. Embora existam evidéncias de que a
Leishmania possa influenciar a quantidade de sangue ingerida e a frequéncia de
alimentacdo sanguinea dos flebotomineos, aumentando a taxa de transmissdo, nao
se sabe ao certo como o parasita pode afetar o comportamento dos insetos frente a
hospedeiros infectados. O objetivo deste estudo foi investigar se camundongos
BALB/c ndo infectados e infectados com Leishmania (Viannia) braziliensis
apresentam diferenca na atratividade para Ny. neivai, e nos volateis emitidos; além
disso, buscou-se avaliar o volume de sangue ingerido por Ny. neivai nos
camundongos infectados e ndo infectados. Para avaliacdo de uma possivel
diferenca de atratividade dos flebotomineos frente a hospedeiros infectados ou néo,
foram realizados trés modelos de teste: (a) preferéncia alimentar dos flebotomineos
quando colocados dois camundongos na mesma gaiola e com auxilio do corante
azul de Evans como marcador para ajudar na identificacdo da fonte de alimentacao
de cada flebotomineo; (b) utilizando os camundongos como fonte de odor em tanel
de vento e (c) em tubo em Y. Para os testes realizados em gaiolas, as fémeas
alimentadas foram individualizadas em microtubos, maceradas e homogeneizadas
para leitura da absorbancia a 540 e 620 nm. Tal leitura permitiu estimar o volume de
sangue ingerido por cada fémea, a partir de curvas analiticas de absorbancia versus
volume de sangue obtidas previamente apoés realizacdo de ajustes nas diluicdes.
N&o houve diferenca entre a ingestao de sangue para os dois grupos. Para os testes
realizados em tunel de vento, nenhuma fémea respondeu ao estimulo e para o tubo
em Y houve uma resposta de ativacdo, porém néo houve diferenga significativa na
atratividade dos flebotomineos para camundongos infectados e nao infectados. Para
a identificacdo dos compostos volateis presentes nos camundongos infectados e
nao infectados foi utilizada a técnica de microextragdo em fase solida, utilizando-se
como amostra 100 mg de pelos retirados da regido dorsal de cada animal avaliado.
ApoOs padronizacao para selecéo da fibra e tempo de extracdo, as amostras de pelos
foram submetidas a uma temperatura de 90°C em vials de 20 mL lacrados e a
extracdo foi realizada por 30 minutos com fibra revestida por
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno. Os compostos volateis emitidos pelos
camundongos infectados e nao infectados foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. A partir dos resultados obtidos nao
houve diferenca entre o perfil cromatografico qualitativo de compostos volateis dos
dois grupos de animais, sendo identificados 38 dos 65 compostos volateis
presentes, com auxilio de bibliotecas de espectros de massas de compostos (NIST



08, NIST 98v101, Wiley MS 229 e FFNSC 1.3) e comparacdo dos indices de
retencao.

Palavras-chave: Flebotomineos. Cairomonios. Leishmaniose. Atratividade. Volume
de sangue.



ABSTRACT

SILVA, F. B. R. Study on attractiveness of infected host with Leishmania
(Viannia) braziliensis (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) to Nyssomyia neivai
(Diptera: Psychodidae). 2018. 80 f. Dissertation (Master degree) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara.

Leishmaniasis are zoonosis caused by flagellated protozoa of Leishmania genus,
transmitted by hematophagous insects called sand flies. Among sand flies species,
Nyssomyia neivai is one of the main vectors or etiological agent of American
Cutaneous Leishmaniasis (ACL) in the state of Sdo Paulo, being incriminated as
vector of ACL also in other areas of South America. For location of hosts and blood
meal, hematophagous insects use volatiles compounds released by the hosts, called
kairomones. Although there are evidences that Leishmania may influence the
quantity of blood ingested and the frequency of blood meal of the sand flies,
increasing transmission rate, it is not known how the parasite can affect the
behaviour of these insects against infected hosts. The aim of this study was to
investigate if uninfected and Leishmania (Viannia) braziliensis infected BALB/C mice
presents any difference of attractiveness to Ny. neivai, and in the released volatiles;
besides that, was evaluated the blood volume ingested by Ny. neivai on infected and
uninfected mice. To evaluate the attractiveness of sand flies to infected and not
infected hosts, three types of trials were performed: (a) food preference of sand flies
when placed two anesthetized mice in the same cage and Evans blue dye as a
marker to help identification of the blood meal source of each sand fly; (b) mice as
odour source in wind tunnel and (c) in Y-tube olfactometer. For the trials in the cages,
feed females were individualized in micro tubes, macerated and homogenized for
absorbance reading at 540 and 620 nm. Such reading allowed estimate the blood
volume ingested for each feed female, from standard curves of absorbance versus
blood volume previously obtained after adjustments on dilutions. There was no
difference on the blood ingested by insects from the two groups of mice. For the trials
in wind tunnel, no females respond to stimulus and for the Y-tube olfactometer there
was an activation response. However, there was no significant difference on
attractiveness of sand flies to infected and uninfected mice. To identify volatiles
presented by the two groups of animals was used solid phase micro extraction
technique, with an amount of 100 mg of hair from dorsal region of each mouse. After
standardization for selection of the fiber coating and time of extraction, the hair
samples were submitted to a temperature of 90°C in 20 mL sealed vials and
extraction was realized for 30 minutes with fiber coated with
polydimethylsiloxane/divinylbenzene. Volatiles released by the infected and
uninfected mice were evaluated by gas chromatography-linked mass spectrometry,
and there was no difference on the chromatographic profile of volatiles released by
the two groups of animals. Of 65 compounds obtained, 38 were identified by libraries
(NIST 08, NIST 98v101, Wiley MS 229 and FFNSC 1.3) and retention index.

Keywords: Sand flies. Kairomones. Leishmaniasis. Attractiveness. Blood volume.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios flagelados do
género Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que sao
divididos nos subgéneros Leishmania Saf'Janova, 1982, Viannia Lainson & Shaw,
1987, Sauroleishmania Ranque, 1973 e Mundinia n. subgen. Shaw, Camargo &
Teixeira, 2016 (WHO, 2017; ESPINOSA et al.,, 2016). Dentre tais subgéneros,
apenas o0s parasitas dos subgéneros Leishmania e Viannia e uma espécie de
Mundinia, na Tailandia, sdo capazes de infectar os seres humanos (AKHOUNDI et
al., 2016; STEVERDING, 2017).

Apesar das leishmanioses causarem manifestacbes patolégicas
relevantes para o ser humano, 0 mesmo ndo apresenta importancia na manutencgao
do ciclo do parasita na natureza, uma vez que € considerado um hospedeiro
acidental (CONTIJO & DE CARVALHO, 2003), com excecdo de infecgbes por
Leishmania (Leishmania) donovani Laveran & Mesrul, 1903 no subcontinente
indiano, para as quais ndo se conhecia nenhum reservatorio silvestre ou doméstico
(LAINSON, 1988; URANW et al., 2013). Estudos recentes tem demonstrado uma
alteracdo nesse perfil, com uma pequena taxa de animais infectados por L. (L.)
donovani na india, tais como cabras (SINGH et al., 2013) e cdes domésticos
(JAMBULINGAM et al., 2017).

Clinicamente, as leishmanioses se apresentam como: visceral e
tegumentar. Endémicas em 97 paises e distribuidas mundialmente, as
leishmanioses sé@o consideradas doencas tropicais negligenciadas e estimam-se
cerca de 50 a 90 mil novos casos na forma visceral e 0,6 a 1 milhdo na forma
tegumentar por ano, com um bilhdo de pessoas vivendo em areas com risco de
transmisséo (WHO, 2017).

Apesar de estar amplamente distribuida pelo mundo, aproximadamente
90% dos casos de leishmaniose visceral estdo concentrados em seis paises (india,
Bangladesh, Sudao, Suddo do Sul, Etiopia e Brasil) e quase 75% dos casos de
leishmaniose cutédnea estdo concentrados em apenas 10 paises: Afeganistao,
Argélia, Brasil, Colébmbia, Costa Rica, Etidpia, Ird, Sudao, Peru e Siria (ALVAR et al.,
2012).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) pode manifestar-se de trés

formas: cutanea, mucocutanea e cutanea difusa. Acomete principalmente a pele,
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mucosas e cartilagens, podendo produzir deformidades e apresentar impactos nos
campos social e econdmico devido ao seu envolvimento psicolégico (BRASIL, 2007).

No Brasil, observou-se um aumento no numero de casos de LTA
registrados a partir da década de 80, quando passou a ser considerada de
notificagdo compulsoria pelo Ministério da Saude, além de uma expansdo com a
confirmacdo de casos autoctones em todos os estados do pais a partir do ano de
2003, tendo como principal agente etioldgico a Leishmania (Viannia) braziliensis
Vianna, 1911 (BRASIL, 2007).

No periodo entre 1990 e 2016 foram registrados 687.780 casos de LTA,
com oscilacdes ao longo dos anos e uma média de 25.473 casos anuais e com
12.690 casos no ano de 2016 (BRASIL, 2017).

As leishmanioses séo transmitidas por insetos hematéfagos denominados

flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae).

1.2 Flebotomineos

Os flebotomineos s&o insetos de pequeno porte (2-3 mm de
comprimento), apresentam o corpo recoberto por cerdas, sdo holometabolos e além
de utilizarem carboidratos como fonte de energia, as fémeas necessitam de
alimentacdo sanguinea para maturacdo de seus ovos (BRAZIL; BRAZIL, 2003).
Durante o repasto sanguineo, a saliva dos flebotomineos gera uma grande reacéo
inflamatoria, tornando suas picadas um fator de incbmodo, principalmente em areas
endémicas, além de ser capaz de causar uma exacerbacdo na infeccao por
Leishmania (SACKS; KAMHAW!I, 2001; ABDELADHIM et al., 2014).

A quantidade de sangue ingerida durante o repasto sanguineo € capaz de
determinar diferentes fatores importantes para a sobrevivéncia dos insetos, tais
como numero de ovos produzidos, frequéncia da busca por um hospedeiro e da
quantidade de picadas, além de influenciar na quantidade que determinados
patdogenos podem ser adquiridos a partir de um hospedeiro infectado (BRIEGEL et.
al., 1979).

Atualmente, existem quase 1.000 espécies de flebotomineos descritas no
mundo, das quais 530 ocorrem nas Ameéricas e aproximadamente 20 espécies sao
consideradas como vetores das leishmanioses no Novo Mundo (BRAZIL et al., 2015;
SHIMABUKURO et al., 2017).
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Dentre as espécies de flebotomineos, Nyssomyia neivai Pinto, 1926 esta
entre os principais transmissores da LTA no estado de S&o Paulo, podendo ser
encontrado em 42 municipios do estado, dos quais 93% apresentam casos
notificados da doenca (SHIMABUKURO et al., 2010). Além de estar presente na
regido de Araraquara (MARCONDES et al.,, 1998; ANDRADE FILHO et al., 2007,
PINTO et al., 2011), Ny. neivai ja foi encontrado naturalmente infectado por
Leishmania (Viannia) spp no Brasil (MARCONDES et al., 2009; PITA-PEREIRA et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011) e tem sido incriminado como vetor da LTA nas
Ameéricas do Sul e Central (READY, 2013; BRAZIL et al., 2015).

Além de ter se mostrado susceptivel a infeccao por L. (V.) braziliensis,
reafirmando seu papel como vetor da LTA (DINIZ et al., 2014), o comportamento
alimentar oportunista das fémeas de Ny. neivai demonstra a sua importancia no ciclo
de transmissdo da doenca, principalmente em areas peridomiciliares em que estdo
presentes possiveis reservatorios do parasita (DIAS-SVERSUTTI et al., 2007;
MARASSA et al., 2013).

1.3 Cairomonios

A ecologia quimica é responsavel pelo estudo das interacbes mediadas
por compostos quimicos, sejam elas intra ou interespecificas. Tais substancias
responsaveis por essas interacdes sdo denominadas semioquimicos, que Sao
subdivididos em feromonios (intraespecificos) e aleloquimicos (interespecificos)
(ZARBIN et al., 2009).

Dentre os aleloquimicos, os cairom6nios sdo compostos volateis liberados
por um organismo que desencadeiam uma resposta benéfica para organismos de
outra espécie (PITTS et al., 2014). No caso dos insetos hematéfagos, esses volateis
sao utilizados para sinalizar a presenca dos hospedeiros (HAMILTON, 2008). O
desenvolvimento de iscas atrativas utilizando os compostos identificados pode ter
aplicacdo no monitoramento e/ou controle desses insetos, principalmente em areas
endémicas da doenca onde estdo presentes os vetores em maior densidade
(LOGAN; BIRKETT, 2007).

A partir da identificacdo de cairomonios, tais compostos podem ser
testados em aparatos utilizados para mensurar a atratividade de insetos, tais como
os olfatdmetros e taneis de vento. Nesses aparatos, a fonte de estimulo é colocada

distante do inseto e, geralmente, ha a presenca de fluxo de ar que direciona o0s
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volateis para o inseto (OMRANI et al., 2010). Nesse tipo de experimento, no caso de
insetos hematéfagos, avalia-se a preferéncia dos insetos por volateis dos
hospedeiros e infere-se, indiretamente, que houve uma escolha para a hematofagia.
Entretanto, quando o objetivo € avaliar, em hospedeiros colocados lado a lado em
um mesmo ambiente, se além da escolha pelos volateis, havera a efetivagdo do
processo hematofagico € uma maneira de diferenciar a fonte de alimentacéo de
cada inseto.

Dentro dessa perspectiva, MACIEL et al. (2014) padronizaram e
validaram uma metodologia para Aedes aegypti onde um dos animais é inoculado
intravenosamente com corante Azul de Evans para discriminacdo da alimentacao
sanguinea em animais de laboratorio, quando estes sdo colocados no mesmo
ambiente. O corante se liga a albumina plasméatica de maneira irreversivel tornando
possivel diferenciar visualmente a fonte de alimentacdo de cada inseto.

Além de permitir a distincdo da fonte de alimentacdo, o corante nao
interfere na atratividade dos insetos, contribuindo para avaliar a eficacia de
repelentes ou de atrativos. No presente trabalho, foi utilizada a mesma técnica de
MACIEL et al. (2014) com adaptacdes para flebotomineos.

Com relagdo aos trabalhos envolvendo cairoménios para flebotomineos,
sdo focados principalmente: CO,, acido latico e 1-octen-3-ol, seja em estudos de
campo ou em testes de atratividade em laboratério.

A atratividade dos flebotomineos ao CO, esta diretamente relacionada ao
tamanho dos hospedeiros. Quando avaliados hospedeiros de diferentes tamanhos,
foi observada uma maior atratividade de hospedeiros de maior tamanho para Lu.
longipalpis (QUINNELL et al., 1992) e Phlebotomus duboscqi (KASILI et al., 2009).

Quando comparada a atratividade do CO, com a do ser humano em
situacao de campo para Ny. whitmani e Ny. intermedia, o CO foi capaz de atrair um
namero equivalente a aproximadamente 50% dos insetos que foram atraidos pelo
ser humano (PINTO et al., 2001).

Para Ph. papatasi, 0 CO, demonstrou ser mais atrativo do que o octenol
para coletas realizadas em campo (BEAVERS et al., 2004), principalmente quando
associado a luz ultravioleta (MULLER et al., 2015).

O octenol € um cairoménio que apresenta uma boa taxa de atratividade
para Lu. longipalpis e Ny. neivai, tanto em campo (ANDRADE et al., 2008; PINTO et

al., 2011) quanto em testes em laboratorio com tunel de vento (PINTO et al., 2012,
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MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014b), sendo observada um resposta dose-
dependente de tal composto.

Ja para o acido latico, foram obtidas respostas de atratividade muito
baixas para Lu. longipalpis em campo (ANDRADE et al., 2008) e para Ny. neivai em

testes realizados em tunel de vento (PINTO et al., 2012).

1.4 Cairomonios em hospedeiros infectados

Alguns estudos tém mostrado que hospedeiros infectados por parasitas
podem liberar compostos diferentes daqueles nédo infectados, influenciando assim na
atratividade de tais hospedeiros para insetos hematofagos. Diferentes espécies de
culicideos transmissores da malaria apresentaram uma maior atracdo por
hospedeiros contaminados com Plasmodium spp (LACROIX et al., 2005; CORNET
et al., 2013a; BATISTA et al., 2014; DE MORAES et al., 2014).

DE MORAES et al. (2014) também identificaram cinco compostos
presentes em maior quantidade (&cido hexanodico, 2-fenil-etanol, acido 2-metil
butanoico, acido 3-metil butanoico e tridecano) e um composto presente em menor
guantidade (benzotiazol) em camundongos na fase crbénica de infeccdo por
Plasmodium chabaudii, agente etiol6gico da malaria em roedores. Quando avaliada
a atracdo de Anopheles stephensi frente a esses compostos, somente o 2-fenil-
etanol ndo gerou um aumento da resposta dos insetos. Em contrapartida, o
benzotiazol gerou uma reducéo na resposta dos insetos.

Além da diferenca dos volateis presentes em camundongos infectados e
ndo infectados, também foi constatado que a presenca de gametocitos no
hospedeiro infectado também é capaz de aumentar a atratividade desses
hospedeiros (LACROIX et al., 2005; BATISTA et al., 2014; DE MORAES et al.,
2014).

Para flebotomineos, embora existam evidéncias de que a Leishmania
possa manipular a quantidade de sangue ingerida e a frequéncia de alimentacao
sanguinea dos insetos, aumentando a taxa de transmissdo (ROGERS; BATES,
2007; ROGERS, 2012), ndo se sabe ao certo se, ou como, a Leishmania pode afetar
o comportamento dos insetos frente a hospedeiros contaminados.

Ao avaliar a resposta de Lutzomyia longipalpis, principal vetor do agente

etiologico da leishmaniose visceral nas Ameéricas do Sul e Central, frente a
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hospedeiros infectados ou ndo por Leishmania infantum chagasi, agente etiolégico
da leishmaniose visceral nas Américas, sugere-se que a maior atracdo do inseto
pelo hospedeiro contaminado ocorra devido a uma alteracdo dos odores do
hospedeiro mediada pelo parasita (O'SHEA et al.,, 2002), porém nao foram
identificados os compostos que poderiam estar envolvidos nessa maior atratividade.

Em um estudo recente, foi avaliada a atracao de Lu. longipalpis frente aos
odores extraidos de hamsters antes da infeccdo e apds um periodo de laténcia de
infecgao por L. infantum chagasi. Em tais testes realizados em tubo em Y (um dos
tipos de olfatbmetros), os flebotomineos apresentaram uma preferéncia pelos odores
extraidos dos hamsters ap6s as manifestacdes clinicas da doenca, reforcando a
presenca de uma maior atratividade de hospedeiros infectados (NEVATTE et al.,
2017).

Quando avaliados os compostos volateis presentes em amostras de pelos
de caes infectados ou ndo por L. infantum chagasi, foram identificados seis
compostos que podem ser considerados como potenciais biomarcadores de
infeccdo pelo parasita: octanal, nonanal, B-hidroxietil fenil éter, decanal,
heptadecano e 2-etil-hexil salicilato (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a).

1.5 Microextracdo em fase sélida

O sistema de microextracdo em fase sélida (Solid Phase Microextraction —
SPME) para o preparo de amostras foi desenvolvido inicialmente para a
determinacdo de poluentes do ar atmosférico (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990). O
principio da técnica baseia-se na adsorcdo de volateis em polimeros especificos e a
posterior dessor¢ao desses compostos para analise quimica.

Além de ndo envolver o uso de solventes para extracdo das amostras
volateis, o sistema de SPME reduz o tempo de preparacado das amostras e aumenta
a sensibilidade das analises, sendo associado principalmente a detectores de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM) (ZHANG,; LI,
2010) para posterior separacao e identificagdo dos analitos.

A técnica de SPME ¢ realizada por meio de uma fibra de silica protegida
por um tubo hipodérmico e presa a um émbolo (Figura 1). A fibra de silica é
responsavel por adsorver os compostos volateis presentes na amostra, sendo
exposta somente no momento da extracdo da amostra e da injecdo no cromatografo
para analise (VALENTE; AUGUSTO, 2000).
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Os compostos da amostra a ser analisada podem ser extraidos por meio
de extracdo direta ou headspace (mais utilizada). Na extracdo direta a fibra &
colocada em contato direto com a amostra e na extracdo por headspace os volateis
sao extraidos do espaco existente entre a amostra e o local onde a fibra € inserida
(PAWLISZYN, 2012).

Figura 1. Esquema geral de fibra para SPME.

— Embolo
Agulha perfuradora de
septo ~
Agulha de
/ fixacdo da fibra

Fibra de silica

revestida  —a

Adaptado de: SHIREY RE, 2012. SPME Commercial Devices and Fibre Coatings. In: PAWLISZYN J. Handbook of Solid
Phase Microextraction. Elsevier. 4: 99-133.

As fibras de SPME disponiveis comercialmente podem apresentar
diferentes tipos de revestimentos da fibra de silica, cada um com diferentes
caracteristicas (Tabela 1) (SHIREY, 2012; SUPELCO INC., 2017a).

Tabela 1. Caracteristicas dos diferentes tipos de fibras de SPME utilizadas no presente estudo.

Temperatura de dessorcao

Revestimento Espessura Polaridade recomendada (°C)

CAR/PDMS 85 um bipolar 250 - 310
PDMS/DVB 65 pm bipolar 200 - 270
PA 85 um polar 220 - 300
DVB/CAR/PDMS  50/30 pum bipolar 230 -270

CAR: Carboxen™; PDMS: polidimetilsiloxano; DVB: divinilbenzeno; PA: poliacrilato.
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Além dos revestimentos da Tabela 1, também estdo disponiveis
comercialmente fibras revestidas por CAR/PDMS (75 pm), PDMS (7, 30 e 100 pm),
PDMS/DVB (60 um), PEG (60 pm).

Quando o perfil da amostra a ser analisada é desconhecido, diferentes
tipos de fibras devem ser avaliadas para encontrar a mais eficiente na extracao dos
volateis de tal amostra, uma vez que cada um dos revestimentos ird ser mais
compativel com determinadas classes de compostos quimicos (SUPELCO INC.,
2017b).

Com a expansao do uso da técnica de SPME, podem ser obtidas
amostras de compostos volateis de produtos naturais (STASHENKO; MARTINEZ,
2007), de cies (DE OLIVEIRA et al., 2008; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a), de
urina de camundongos (KWAK et al., 2009) e até mesmo de seres humanos
(GALLAGHER et al., 2008; DORMONT et al., 2013).

Para insetos hematofagos, a técnica de SPME ja foi empregada para a
identificacdo de compostos presentes nas fezes de Cimex lectularius (OLSON et al.,
2015), em glandulas de Triatoma dimidiata (MAY-CONCHA et al., 2015) e de
Triatoma infestans (GONZALEZ AUDINO et al., 2006).

Em outras classes de insetos, a SPME foi utilizada principalmente para
avaliacdo de volateis de pragas agricolas, tais como para a andlise quimica da
secrecao adesiva de Nicrophorus vespilloides, Nicrophorus nepalensis, Sagra
femorata e Gromphadorhina portentosa (GERHARDT et al., 2016) e de Schistocerca
gregaria (REITZ et al., 2015), identificacdo de ferombnios sexuais de Ancistrotermes
dimorphus (WEN et al., 2015) e de Eurytoma amygdali (MAZOMENOS et al., 2004),
ferombnio de agregacdo de Diocalandra frumenti (VACAS et al.,, 2016) e de
feromonio de Heliothis virescens e Heliothis subflexa (LIEVERS; GROOT, 2016).
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1.6 Justificativa

Como salientado anteriormente, para culicideos, transmissores de
Plasmodium spp, os dados de literatura apontam para uma maior atratividade dos
hospedeiros infectados. Para os flebotomineos e Leishmania spp, somente trés
artigos tratam desse assunto: dois com hamsters infectados e outro com pelos de
cées infectados ou néo.

No entanto, tais trabalhos envolvendo flebotomineos e hospedeiros
infectados foram realizados com Lu. longipalpis e L. infantum chagasi, que sdo o
vetor e 0 agente etioldgico da leishmaniose visceral, ndo havendo portanto nenhum
conhecimento a respeito da atratividade de hospedeiros infectados por nenhum dos
agentes etiologicos da LTA.

Além da pequena quantidade de estudos sobre o tema, apenas o trabalho
realizado com pelos de cées infectados ou n&o identificou os volateis emitidos pelos
diferentes grupos de céaes, conseguindo inclusive identificar um determinado grupo

de biomarcadores de infeccao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
v" Investigar diferencas na atratividade de camundongos BALB/c nédo infectados

e infectados com L. (V.) braziliensis para fémeas de Ny. neivai.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar possiveis diferengas nos volumes de sangue ingerido por Ny. neivai
nos camundongos néo infectados e infectados.

v" Identificar por CG-EM os volateis presentes em camundongos nao infectados

e infectados.
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3 MATERIAL E METODOS
O presente estudo foi realizado em diferentes etapas para a verificagédo
da atratividade de hospedeiros infectados ou ndo para Ny. neivai e para a andlise
dos compostos volateis emitidos pelos animais infectados e néo infectados,

conforme esquematizado abaixo (Figura 2).

Figura 2. Cronograma geral das etapas realizadas durante a execugéo experimental do estudo.

Avaliacao da

atratividade
Preferéncia Olfatbmetros Analise dos
alimentar volateis
Volume de Tunel de vento TuboemY HS-SPME
sangue
CG-EM

3.1 Flebotomineos
Os flebotomineos utilizados nos testes foram coletados previamente por
meio de captura manual em area com predominancia de Ny. neivai (PINTO et al.,
2011) e sao mantidos em laboratério de acordo com metodologia estabelecida por
GOULART et al. (2015; 2017a).

Figura 3. (A) Fémea ingurgitada e (B) macho de

‘N‘.ne,ivai.

Fonte: Thais Marchi Goulart.
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3.2 Infecgdo dos camundongos

A cepa de L. (V.) braziliensis — MHOM/BR/94/H3227, isolada de um
paciente cearense com leishmaniose cutanea, foi gentilmente cedida pelas Dra.
Maria Jania Teixeira (UFC) e Dra. Silvia Reni Bortolin Uliana (USP).

Tal cepa vem sendo mantida no Laboratério de Estudos de Biologia da
Infeccdo por Leishmania (LEBIL) do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP) pelo Prof. Dr. Danilo Ciccone Miguel, conforme descrito
em MIGUEL et al. (2007), para utlizagdo em infec¢cOes experimentais de
camundongos.

Para inoculacdo dos parasitas, 10 pL de solugdo salina contendo 1x10°
promastigotas de fase estacionaria foram injetados subcutaneamente na pata
posterior de camundongos BALB/c fémeas (ZAULI et al., 2012; CARREGARO et al.,
2013).

Os camundongos foram infectados no laboratério do Dr. Danilo Ciccone
Miguel e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr/UNESP) e para a
realizacdo dos testes foram anestesiados via intramuscular de acordo com 0 peso
de cada animal, sendo a dose composta por ketamina 10% (0,001mL g*) + xilazina
2% (0,00025mL g) (ERHARDT et al., 1984).

3.2.1 Confirmacao da infeccao

Os animais foram utilizados nos experimentos apds um periodo para o
qual é observado edema no sitio da infeccdo (Figura 4). Para confirmacdo da
infeccdo previamente a utilizacdo dos animais, o edema pode ser medido com
auxilio de um paquimetro e tal medicdo comparada ao tamanho da pata medido em
um camundongo sem infecgdo. Tal medicéo foi realizada ao longo de nove semanas

apos a infeccdo dos animais.
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Figura 4. Pata posterior esquerda com edema observado no sitio de infeccdo por L. (V.)
braziliensis.

Fonte: Danilo Ciccone Miguel.

ApoOs a realizagdo dos testes, a confirmagdo da infecgcdo dos animais

pode ser realizada por meio da reobtencao do parasita do sitio da infeccao.

Os camundongos utilizados nos testes foram eutanasiados e tiveram as
patas que foram previamente infectadas borrifadas com 4&lcool iodado. Apos
assepsia, as patas foram isoladas por excisdo com tesoura e a area da leséo
raspada com lamina de bisturi em placa de petri. Apds a separacao da pele, o tecido
foi isolado e transferido com pipeta Pasteur estéril para frasco de cultura contendo
M199 completo (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 5%
de urina masculina humana estéril, além de 1% penicilina/estreptomicina (100 U mL"
! penicilina e 100 pg mL™ estreptomicina) e gentamicina (50 ug mL™).

As culturas foram mantidas a 26 °C para observagdo diaria em

microscoépio invertido e visualizacdo de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis.

3.3 Avaliacao da atratividade dos camundongos para flebotomineos

3.3.1 Preferéncia alimentar

Tendo em vista que os dois camundongos, néo infectado e infectado,
foram colocados simultaneamente em uma gaiola de voil para alimentacdo das
fémeas, foi utilizado como marcador para diferenciacdo da fonte de alimentacéo de
cada fémea o corante azul de Evans. Tal metodologia foi baseada em testes
padronizados por MACIEL et al. (2014), na qual os camundongos, com e sem
repelente, estavam na mesma gaiola e foram expostos aos mesmos culicideos para

observacéo de uma possivel repeléncia.



25

Inicialmente, o corante foi diluido em solucdo de tampdo PBS em uma
proporcdo de 20 mg mL™?, de tal forma que ao injetar no animal o corante
correspondesse a uma dose de 200mg kg™. Dessa maneira, para cada grama de
peso do camundongo eram injetados 0,01 mL da solucdo de corante diluido em
PBS.

Primeiramente, dois camundongos (um infectado e um néo infectado)
foram anestesiados conforme descrito anteriormente. Em seguida foram injetados
intravenosamente pelo plexo orbital tampéo PBS puro em um camundongo infectado
e corante azul de Evans diluido em tamp&o PBS em um camundongo néo infectado.
Os dois camundongos foram colocados dentro de uma gaiola de tecido voil
(30x30x30 cm) contendo 30 casais de flebotomineos com idade entre 5-7 dias e sem
alimentacdo sanguinea prévia, onde foram mantidos por uma hora para alimentacéo
das fémeas (Figura 5). Para evitar uma possivel interferéncia do corante na
atratividade, o mesmo processo foi repetido, porém com o camundongo infectado
sendo injetado com o corante azul de Evans, de modo que os dois tratamentos
(camundongo infectado ou nao) recebessem o corante. Em cada uma das

repeticdes foram utilizados camundongos e insetos diferentes.

Figura 5. Camurl@ngosi'mstados com corante azul de Evans e PBS.

\
N
k1

Fonte: autoria propria.

Apoés cada teste, os flebotomineos foram retirados da gaiola e colocados
em congelador para futura avaliagdo da quantidade de fémeas alimentadas em cada
um dos camundongos e estimativa do volume de sangue ingerido por cada fémea

alimentada (item 3.4).
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3.3.2 Alocados em tunel de vento

Devido a baixa taxa de alimentacdo das fémeas pela metodologia com
auxilio do corante azul de Evans, foram realizados testes de atratividade

complementares em tunel de vento (Figura 6).

Figura 6. Esquema de tunel de vento utilizado em testes de atratividade em laboratério.
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Adaptado de: PINTO et al.,, 2012. Attraction of the cutaneous leishmaniasis vector Nyssomyia neivai (Diptera:
Psychodidae) to host odour components in a wind tunnel. Nimeros 1 e 2 representam as posi¢cdes onde 0s
camundongos foram colocados em cada um dos testes.

Para avaliacdo da atratividade das fémeas, uma cuba de vidro foi
conectada previamente ao tunel de vento (Figura 6 - posicdo 1). O camundongo
infectado ou ndo infectado foi entdo inserido nessa cuba de vidro como fonte de
estimulo para as fémeas.

Em um segundo teste no tinel de vento, 0 camundongo infectado ou nao
infectado foi imobilizado e colocado em frente a saida de ar do tinel como fonte de
estimulo (Figura 6 - posi¢éo 2).

Em ambos os testes, foram utilizadas 15 fémeas para cada um dos
camundongos e hexanol (composto sabidamente atrativo para as fémeas)
(MACHADO et al., 2015) como controle positivo da resposta das fémeas, todos com
fluxo de ar de 0,5 L min™.

Para tais testes, foram avaliadas as respostas de ativacéo e atragdo dos
insetos. A ativacédo ocorre quando o inseto sai da gaiola de liberagcdo e a atragao

guando o inseto chega até a fonte de liberacéo do odor.
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3.3.3 Alocados em tuboem Y

3.3.3.1 Camundongos apresentados simultaneamente

Para o teste com o tubo em Y com camundongos apresentados
simultaneamente, um camundongo infectado foi colocado em um dos lados do tubo
e um camundongo néo infectado foi colocado do outro lado como estimulo, com o
tubo conectado ao sistema de ar sintético com fluxo de 1,5 L min™ (Figura 7). Foram
utilizadas 40 fémeas testadas individualmente e foram avaliadas as respostas de
ativacao e atracao dos insetos.

Figura 7. Tubo em Y com camundongo infectado (I) e n&o infectado (NI) testados
simultaneamente em um mesmo sistema.

Fonte: autoria prépria.

3.3.3.2 Camundongos apresentados isoladamente

Em um segundo momento, dois conjuntos de tubo em Y foram utilizados
simultaneamente, porém, cada um deles continha um camundongo anestesiado de
um dos lados como estimulo, com fluxo de ar de 2,0 L min™. O outro lado foi
considerado controle, contendo apenas o fluxo de ar (Figura 8). Para cada um dos
camundongos, foram testadas 90 fémeas individualmente e foram avaliadas as

respostas de ativacao e atracdo dos insetos.
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Figura 8. Conjuntos de tubo em Y com camundongos infectado (I) e ndo infectado (NI) testados
simultaneamente de forma isolada com o ar como controle (C).

Fonte: autoria prépria.

3.4 Obtencdo de curvas analiticas e estimativa do volume de sangue
ingerido pelos insetos

Para a obtencéo das curvas padrdo utilizadas para o calculo do volume
de sangue ingerido pelos insetos, foram utilizados dois camundongos, um injetado
com uma solucéo de corante azul de Evans e outro injetado com tampéao PBS.

De acordo com o peso do animal, foi injetado um volume da solu¢do do
corante diluido em PBS de tal forma que o mesmo ficasse em uma dose de 200mg
kg™. Para o camundongo injetado com o tamp&do PBS, também foi injetado um valor
proporcional ao peso, onde para cada grama de peso do camundongo foram
injetados 0,01 mL de PBS.

Apds 10 minutos das inje¢cdes, foram retirados através da veia caudal 20
ML de sangue de ambos os camundongos, que foram diluidos em 500 pyL de H,O
deionizada cada um.

Com metade do volume de sangue diluido de cada camundongo foi
realizada diluicdo seriada em H,O deionizada (1:2) e 200 pL de cada diluigao foram
transferidos para uma placa de 96 pocos para leitura da absorbancia a 540 e 620
nm, comprimentos de onda em que se obtém as absorbancias maximas da
hemoglobina e do azul de Evans, respectivamente (Figura 9) (MACIEL et al., 2014).
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Figura 9. Diluicdo seriada para obtencdo das curvas padrdo. (A) sangue+PBS; (B) sangue+azul

T T )

de Evans.

o
Fonte: autoria propria.

A partir dos valores de absorbancia obtidos, foram feitas duas curvas
analiticas de absorbéncia versus volume de sangue, que foram utilizadas para
estimar o volume de sangue ingerido pelos insetos.

Para a verificacdo da metodologia para estimar o volume de sangue
ingerido pelos insetos, dois camundongos foram oferecidos a 30 fémeas de Ae.
aegypti para alimentagdo sanguinea, sendo um deles injetado com PBS e outro com
o corante azul de Evans. ApO6s o periodo de alimentacdo, os insetos foram
colocados em congelador por 30 minutos e apdés esse tempo as fémeas foram
individualizadas em microtubos de 1,7 mL contendo 250 uL de H,O deionizada.
Apés maceracdo com pistdo de plastico e homogeneizacdo, 200 pL do
sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96 pocos para leitura das
absorbéancias.

O mesmo procedimento foi repetido com camundongos diferentes para a
verificagdo da metodologia para os flebotomineos.

Apesar de ser possivel diferenciar visualmente por meio da coloracdo a
fonte de alimentag&o dos flebotomineos e a diferenga de volume de sangue ingerido
por eles (Figura 10A e B), para uma melhor discriminacéo foi realizada a leitura da
absorbéancia dos pocos da placa a 540 e 620 nm.

A partir dos valores de absorbancia obtidos para cada um dos insetos, foi
possivel estimar o volume de sangue ingerido por cada um deles por meio das

equacdes da reta de cada uma das curvas padrao.
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Figura 10. Fémeas ingurgitadas de Ny. neivai: (A) sangue + corante azul de Evans; (B) sangue +
PBS.

(A)

Fonte: autoria propria.

3.4.1 Ajuste da diluicao

Devido ao menor volume de sangue ingerido pelos flebotomineos com

relacdo aos Ae. aegypti, utilizando-se da mesma diluicdo estabelecida por Maciel et
al. (2014) néao foi possivel avaliar o volume de sangue ingerido pelos insetos, uma
vez que a absorbéancia dos insetos que se alimentaram ficou muito proxima da
absorbéancia basal medida a partir de insetos que nao realizaram alimentacao
sanguinea.

A partir disso, foi realizado um ajuste da diluicdo, tanto para as curvas
analiticas quanto para a avaliacdo do volume de sangue ingerido pelos insetos.

Para as curvas analiticas, um camundongo foi injetado com tampédo PBS
e outro camundongo foi injetado com o mesmo volume do corante azul de Evans
diluido em tampdo PBS, de acordo com o peso de cada animal (200mg kg™),
conforme ja descrito anteriormente (item 3.4). Ap6s 10 minutos, foram retirados 10
ML de sangue de ambos os camundongos, que foram diluidos em 250 pyL de H,0
deionizada cada um (metade do volume de sangue e de H,O utilizados
anteriormente).

Com metade do volume de sangue diluido de cada camundongo foi
realizada diluicdo seriada em H,O deionizada (1:2) e 100 pL de cada diluicdo foram
transferidos para uma placa de 96 pocos para leitura da absorbéncia a 540 e 620
nm.

Para a avaliacdo do volume de sangue ingerido pelos flebotomineos,
foram alimentados insetos de colénia em camundongos nédo infectados. Em uma

gaiola foi inserido um camundongo injetado com PBS e em outra gaiola um
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camundongo injetado com o corante diluido em PBS. Terminado o periodo de
alimentacao, cinco fémeas n&o alimentadas e cinco fémeas ingurgitadas de cada
uma das gaiolas foram colocadas em congelador por 30 minutos e ap0s esse
periodo foram individualizadas em microtubos de 1,7 mL contendo 125 pyL de H,O
deionizada (metade do volume de H,O utilizado anteriormente). Apés maceracao e
homogeneizacgao, 100 yL do sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96

pocos para leitura das absorbancias a 540 e 620 nm.

3.4.2 Estimativa do volume de sangue ingerido pelos flebotomineos

Para avaliagdo do volume de sangue ingerido por cada fémea alimentada,
depois de cada um dos testes de atratividade os insetos foram colocados em
congelador por um periodo de 30 minutos e 0os mesmo procedimento descrito
anteriormente foi realizado (item 3.4.1).

A partir dos valores de absorbancia obtidos para cada um dos insetos, o
volume de sangue ingerido por eles foi calculado a partir das equacdes das retas

das curvas analiticas obtidas previamente.

3.5 Identificagédo dos voléateis emitidos pelos animais
3.5.1 Caixa de acrilico

Inicialmente foi realizado um teste piloto para avaliar os volateis dos
camundongos, onde foi utilizada uma caixa de acrilico fechada (10x10x10 cm) com
apenas uma entrada para insercdo das fibras de SPME (Stableflex” - Supelco,
Bellefonte, PA, USA) para adsorver os compostos volateis presentes nesse espacgo
(Figura 11). Cada extracdo foi realizada com fibora de SPME revestida por
DVB/CAR/PDMS, por um periodo de 90 minutos, e ap0s a extragéo as fibras foram
retraidas e retiradas do recipiente. Foram realizadas extragcbes de dois
camundongos, sendo um infectado e um né&o infectado, e a caixa de acrilico vazia foi

utilizada como controle negativo.
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Figura 11. Caixa de acrilico utilizada para a extracdo dos volateis dos camundongos. Seta indica
local de insercéo das fibras para realizag&o da extragéo.

Ly
S _)_ >
- -

% - hv
L

Todas as extracbes foram realizadas dentro de uma estufa com

Fonte: autoria prépria.

termoperiodo e umidificagdo (ELETROIlab EL212/4), a uma temperatura de 27 °C,
para evitar possiveis contaminantes do ambiente externo a caixa de acrilico.

Apés cada uma das extracdes, as fibras foram inseridas no injetor do
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massa Shimadzu GC-MS
QP2010 Plus para dessorcdo dos volateis por 5 minutos, com temperatura de
injecdo de 240 °C em modo splitless sob fluxo de gas de arraste (He 1 mL min™?) e
separados na coluna cromatografica Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 pum).

Apos a insercao da fibra no injetor do CG-EM, a temperatura da coluna foi
programada da seguinte maneira: 70 °C por 2 minutos; 70-120 °C a 2 °C min™*; 120
°C por 20 minutos; 120-250 °C a 4 °C min™ e 250 °C por 5 minutos. As temperaturas
da fonte de ions e da interface foram ajustadas em 250 °C, com varredura de
espectros de 40 a 600 m/z e impacto de ionizagao de 70 eV.

Todas as analises por CG-EM foram realizadas no Laboratorio de Ensino
e Pesquisa Analitica do Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia de Séo
Paulo, Campus Matéo (IFSP Matédo), em parceria com o Prof. Dr. Christiann Davis

Tosta.

3.5.2 Padronizacdo da metodologia de extracao

Devido aos resultados obtidos nas extracdes realizadas na caixa de
acrilico, foi necessario buscar uma alternativa visando uma melhor metodologia para

extracdo dos volateis dos camundongos. Dessa maneira, a partir de amostras de
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pelos de camundongos foi feita uma padronizacdo da metodologia de extragao
baseada em estudos prévios realizados por MAGALHAES-JUNIOR et al. (2014a) e
TAVARES (2016) para obtencéo dos volateis.

Apoés cada uma das extracOes realizadas nessa etapa de padronizacéo,
as fibras foram inseridas no injetor do cromatégrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massa Shimadzu GC-MS QP2010 Plus para dessorcao dos
volateis e analise sob as mesmas condicbes cromatograficas utilizadas para a

extracdo na caixa de acrilico (item 3.5.1).

3.5.2.1 Selecao da fibra de SPME

Primeiramente, foi realizada a selecdo do melhor revestimento da fibra de

SPME para extracdo dos volateis dos camundongos. Para essa etapa, foram
testadas as seguintes fibras de SPME: 50/30 pHm
divinilbenzeno/Carboxen®/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS — 24 Ga Gray), 65
pum  polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB - 24 Ga_Pink), 85 pum
Carboxen®/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS — 24 Ga Lt. Blue) e 85 um poliacrilato
(PA — 24 Ga White).

Figura 12. Fibras de SPME utlizadas para padronizacdo da extracdo dos volateis dos
camundongos. Da esquerda para a direita: DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB; CAR/PDMS e PA.
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Fonte: autoria prépria.

Para extragdo dos compostos volateis, um camundongo foi previamente
anestesiado e teve 100 mg de pelos retirados da regido dorsal com auxilio de uma
lamina de barbear (Wilkinson Sword). Os pelos foram colocados em vial de 20 mL
especifico para headspace, que foi aquecido em banho de glicerina a 90 °C por um

periodo de 40 minutos (TAVARES, 2016). Durante o periodo de aquecimento, as
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quatro fiboras de SPME com diferentes revestimentos foram inseridas e expostas
para extragcdo dos volateis presentes (Figura 13).

Figura 13. Vial de headspace com pelos de camundongo sob aquecimento para extracdo dos
volateis.

Fo: autoria propria.
Para selecéo da fibra, foi avaliado o numero de picos totais e a area total

para cada uma das fibras utilizadas.

3.5.2.2 Tempo de extracdo

Apbs a etapa de selecéo da fibra de SPME, foi realizada a padronizacéo
do melhor tempo de extracdo dos volateis. Para essa etapa um camundongo
previamente anestesiado teve 100 mg de pelos retirados da regido dorsal com
auxilio de uma lamina de barbear (Wilkinson Sword).

Os pelos foram colocados em vial de 20 mL especifico para headspace,
que foi aquecido em banho de glicerina a 90 °C por trés periodos de tempo
diferentes: 18 minutos (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a), 30 minutos (tempo
intermediario) e 40 minutos (TAVARES, 2016). Durante o aquecimento, trés fibras
de SPME revestidas com PDMS/DVB foram inseridas no vial e cada uma foi exposta
por um dos trés diferentes tempos para extracdo dos volateis presentes.

Para selecdo do tempo de extracdo, foram avaliados o numero de picos
totais e area total para cada um dos tempos testados.
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3.5.3 Extracao dos volateis por aguecimento

Apols as etapas de padronizacdo, para selecdo da melhor fibra e do
melhor tempo de extracdo, foi possivel avaliar e comparar os volateis presentes em
pelos de camundongos infectados por L. (V.) braziliensis e em camundongos nao
infectados.

Para avaliar os volateis presentes nos camundongos, foram utilizados
dois grupos de trés camundongos, sendo um grupo de néo infectados e outro de
infectados, onde cada camundongo teve 100 mg de pelos retirados da regido dorsal
com auxilio de uma lamina de barbear (Wilkinson Sword).

Os pelos de cada um dos camundongos foram colocados individualmente
em vials de 20 mL especificos para headspace. Esses vials, juntamente com trés
vials vazios (brancos), foram aquecidos em banho de glicerina a 90°C por um
periodo de 30 minutos. Durante o periodo de aquecimento, uma fibra de SPME
revestida com PDMS/DVB foi inserida e exposta em cada um dos vials para extracao
dos volateis presentes (Figura 14).

Figura 14. Vials de headspace aquecidos para extragdo dos volateis dos diferentes grupos, da
esquerda para a direita: branco, camundongo ndo infectado e camundongo infectado.

Fonte: autoria prépria.
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Apds as extracoes, as fibras foram recolhidas e levadas para analise em
CG-EM, sob as mesmas condicbes cromatograficas utilizadas na extracdo dos
volateis na caixa de acrilico e nas etapas de padronizacdo da metodologia (item
3.5.1).

A partir dos espectros de massas obtidos dos picos dos cromatogramas,
a identificacdo dos compostos foi realizada com auxilio das bibliotecas NIST 08,
NIST 98v101, Wiley MS 229 e FFNSC 1.3, considerando similaridade acima de 75%.

Para auxiliar na identificacdo dos picos, foi injetada uma mistura de n-
alcanos comercial (C8-C20) para calculo dos respectivos indices de retencéo (IR) de

cada um dos compostos, calculados pela equacao (Van den Dool and Kratz):

(trX-tre)

IR =100n + 100 x m onde,

n = ndmero de carbonos do n-alcano com o tempo de reten¢éo anterior a composto analisado;
trX = tempo de retencdo do composto analisado;

trZ = tempo de retencdo do n-alcano imediatamente anterior ao composto analisado;

trZ+1 = tempo de retencdo do n-alcano localizado imediatamente ap6s o composto analisado.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

O numero de insetos alimentados nos camundongos infectados e néo
infectados com uso do azul de Evans e o volume de sangue ingerido pelos insetos
foram comparados estatisticamente pela realizacdo de teste t-Student (GraphPad
Prism 5.03).

A diferenca de proporcdo entre insetos atraidos para camundongos
infectados ou nao infectados e seu respectivo controle, no teste do tubo em Y, foi
realizada pelo teste binomial (Bioestat 5.3).

As areas relativas dos compostos volateis identificados foram submetidas
a analise de componentes principais (Principal Components Analysis - PCA)
(Statistica 10 StatSoft®).

3.7 ETICA
O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da FCFAr/UNESP (Protocolo CEUA/FCF/CAr n°® 52/2015 -
Parecer n® 89/2015).
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4 RESULTADOS
4.1 Infecgdo dos camundongos

4.1.1 Confirmacdo da infeccao

A partir da medicdo do tamanho da lesdo (edema) presente nos
camundongos infectados, foi possivel confirmar a presenca de infecgcdo em tais

animais utilizados nos experimentos (Figura 15).

Figura 15. Evolucdo de lesao na pata posterior esquerda de camundongos Balb/C infectados com
promastigotas de L. (V.) braziliensis. As barras representam o desvio padréo entre a média de cinco
animais.
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Apés a realizacdo dos experimentos e eutanasia dos animais para
reobtencdo dos parasitas em meio de cultura, foram visualizadas a partir do quarto

dia formas promastigotas em diviséo de L. (V.) braziliensis.

4.2 Avaliacdo da atratividade dos camundongos para flebotomineos

4.2.1 Preferéncia alimentar

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferenga significativa
entre 0 numero de fémeas alimentadas em camundongo infectado e o nimero de
fémeas alimentadas em camundongo nao infectado. No entanto, houve uma baixa
taxa de alimentacdo das fémeas em todas as repeticdes, sem diferenca estatistica
no total das 16 repeticdes (p = 0,4949) (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2. Nimero de fémeas alimentadas em cada um dos camundongos quando injetado corante
azul de Evans em camundongo nao infectado (n=30) (p = 0,2462).

Teste Camundongo infectado Camundongo ndo infectado -
1 5 1
2 5 2
3 4 2
4 3 4
5 3 3
6 - 1
7** 6 7
8** 10 4
Total 36 24

*EB = camundongo injetado com corante azul de Evans.
** = camundongos imobilizados.

Tabela 3. NUmero de fémeas alimentadas em cada um dos camundongos quando injetado corante
azul de Evans em camundongo infectado (n=30) (p = 0,8541).

Teste Camundongo infectado - Camundongo n&o infectado
1 2 -
2 - 2
3 5 2
4 1 1
5 1 5
6 2 2
7** 5 4
8** 7 9
Total 21 23

*EB = camundongo injetado com corante azul de Evans.
** = camundongos imobilizados.

4.2.2 Alocados em tunel de vento

Para o teste utilizando a cuba de vidro, com o camundongo infectado,
nenhuma fémea de Ny. neivai das 15 avaliadas deixaram a caixa de libera¢do; nao
havendo ativacdo. No entanto, ao realizar o controle positivo com hexanol, das 15
fémeas, 80% foram ativadas e 66,6% foram atraidas pelo composto.

Quando o camundongo foi imobilizado e colocado como estimulo na
saida de ar do tunel de vento, também n&o houve resposta das fémeas (15), ao
contrario do controle positivo com hexanol, onde 88,8% das fémeas foram ativadas e

50% foram atraidas pelo composto.

4.2.3 Alocados em tuboem Y

No primeiro teste, onde os camundongos infectados e nao infectados

foram apresentados simultaneamente em cada um dos lados do tubo em Y, apenas
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nove (22,5%) fémeas de 40 foram ativadas e todas foram atraidas, sendo cinco pelo
camundongo infectado e quatro pelo camundongo néo infectado.

Quando utilizados dois conjuntos de tubo em Y simultaneamente, cada
um com um camundongo de um dos lados como estimulo e ar como controle, houve
um aumento da resposta das fémeas para ambos os camundongos.

Para o camundongo infectado, 64 fémeas de 90 (71,1%) foram ativadas,
sendo que 34 foram atraidas para o lado do camundongo (53,1%) e 22 para o
controle (34,7%) (p = 0,61). Para o camundongo nao infectado, 57 fémeas foram
ativadas (63,3%), sendo que 27 foram atraidas para o lado do camundongo (47,4%)
e 20 para o controle (35,1%) (p = 0,69) (Figura 16).

Figura 16. NUumero de fémeas atraidas por cada um dos camundongos apresentados
individualmente no teste em tubo em Y.
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Apesar da resposta dos insetos ser maior quando utilizados dois
conjuntos de tubo em Y simultaneamente, ndo foi possivel observar diferenca na

proporcao de insetos atraidos para o camundongo infectado e o néo infectado.

4.3 Obtencédo de curvas analiticas e avaliacdo do volume de sangue
ingerido pelos insetos

A partir da leitura de absorbancia das diluicbes seriadas, nos

comprimentos de onda de 540 e 620 nm em placa de 96 pocos, foram obtidas as

curvas analiticas de absorbancia versus volume de sangue para o sangue com PBS

(Figura 17A) e para o sangue com corante azul de Evans (Figura 17B).



40

Figura 17. Curvas analiticas de absorbancia versus volume de sangue: (A) sangue + PBS; (B)
sangue + corante azul de Evans.
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A partir das curvas analiticas obtidas, foi realizado o calculo do volume de
sangue ingerido por fémeas de Ae. aegypti para verificacdo da metodologia, onde foi
possivel estimar tal volume de sangue (Figura 18).

Figura 18. Volume de sangue ingerido por fémeas de Ae. aegypti ingurgitadas com sangue + PBS e com
sangue + corante azul de Evans (EB) (p=0,69).
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Devido ao menor volume de sangue ingerido pelos flebotomineos, a
absorbéancia dos insetos que se alimentaram ficou muito préxima da absorbancia
basal medida a partir de insetos que ndo realizaram alimentacdo sanguinea (Tabela
4).
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Tabela 4. Valores de absorbéncia obtidos para as fémeas ndo alimentadas (nos dois
comprimentos de onda), fémeas alimentadas em camundongo injetado com PBS e fémeas
alimentadas em camundongo injetado com corante azul de Evans.

Fémeas nao alimentadas Alimentadas Alimentadas
nsetos 540 nm 620 nm PBS (540 nm) EB (620 nm)
1 0,075 0,087 0,107 0,084
2 0,056 0,050 0,116 0,104
3 0,080 0,053 0,109 0,103
4 0,078 0,063 0,095 0,074
5 0,112 0,106 0,113 0,100

A partir desses valores de absorbancia, calculou-se o volume de sangue
ingerido por cada inseto para verificacdo das curvas padrdes (Figura 19).

Figura 19. Estimativa do volume de sangue ingerido por fémeas ingurgitadas com sangue + PBS
e com sangue + corante azul de Evans (EB) para verificacdo das curvas padrao.
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No entanto, ndo foi possivel obter dados precisos para o volume de
sangue ingerido pelas fémeas ingurgitadas, uma vez que alguns dos resultados
foram até mesmo negativos para as fémeas alimentadas no camundongo injetado
com o corante (EB).

Dessa maneira, foi necesséaria a realizagdo de uma nova diluicdo para
obtencdo das curvas padréo e posterior avaliagdo do volume de sangue ingerido

pelas fémeas.
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4.3.1 Ajuste da diluicdo

A partir da leitura de absorbancia das diluicbes seriadas, nos
comprimentos de onda de 540 e 620 nm em placa de 96 pocos para realizacdo da
nova diluicdo, foram obtidas duas novas curvas analiticas de absorbancia versus
volume de sangue somente do sangue com PBS (Figura 20A) e do sangue com
corante azul de Evans (Figura 20B).

Figura 20. Curvas analiticas de absorbancia versus volume de sangue apo6s ajuste da diluigdo: (A)
sangue + PBS; (B) sangue + corante azul de Evans.
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Esse ajuste na diluicdo permitiu uma diferenca entre os valores de
absorbéancia dos insetos que se alimentaram e dos que nao se alimentaram (Tabela
5).

Tabela 5. Valores de absorbancia obtidos para as fémeas ndo alimentadas (nos dois
comprimentos de onda), fémeas alimentadas em camundongo injetado com PBS e fémeas
alimentadas em camundongo injetado com corante azul de Evans ap0s o ajuste da diluicdo.

Fémeas ndo alimentadas Alimentadas Alimentadas
Insetos

540 nm 620 nm PBS (540 nm) EB (620 nm)

1 0,118 0,110 0,227 0,208

2 0,115 0,108 0,245 0,206

3 0,101 0,097 0,222 0,168

4 0,093 0,086 0,175 0,200

5 0,112 0,106 0,239 0,148

A nova diluicdo permitiu o calculo do volume de sangue ingerido nos
diferentes grupos de insetos a partir dos valores de absorbancia obtidos para cada

um dos insetos (Figura 21).
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Figura 21. Estimativa do volume de sangue ingerido por fémeas ingurgitadas com sangue + PBS
e com sangue + corante azul de Evans (EB) apés o ajuste da diluicdo (p = 0,0760).
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4.3.2 Estimativa do volume de sangue ingerido pelos flebotomineos

Com o ajuste da diluicdo, foi possivel estimar o volume de sangue
ingerido pelas fémeas que se alimentaram nos camundongos néo infectados e
infectados dos testes de atratividade que foram realizados com os camundongos

alocados em gaiolas (Figura 22).

Figura 22. Estimativa do volume de sangue ingerido por fémeas ingurgitadas que se alimentaram
em camundongos infectados e nédo infectados (p = 0,8303).
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Para tais testes onde foi estimado o volume de sangue ingerido por cada
inseto, obteve-se uma média de 0,83 pL para aqueles alimentados em
camundongos infectados e de 0,81 pL para os alimentados em camundongos nao

infectados, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,8303).
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4.4 ldentificagdo dos volateis emitidos pelos animais
4.4.1 Caixa de acrilico

Nos testes iniciais onde foram realizadas extracdes na caixa de acrilico
para o controle negativo (branco), camundongo néo infectado e camundongo
infectado, utilizando a fibra de SPME revestida por DVB/CAR/PDMS, os
cromatogramas dos trés grupos apresentaram perfil de volateis semelhantes (com
grande quantidade de contaminantes), variando apenas na intensidade dos picos
(Figura 23).

Figura 23. Cromatogramas obtidos nas extragdes realizadas em caixa de acrilico e fibra
DVB/CAR/PDMS por 90 min.
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A partir de tal resultado, os pelos dos camundongos foram utilizados

como uma alternativa para realizagdo de uma melhor extracdo dos volateis.

4.4.2 Padronizacdo da metodologia de extracdo
4.4.2.1 Selecao da fibra de SPME

Apés a realizacdo das extracdes de volateis dos pelos dos camundongos

e da analise dos cromatogramas para selecdo da melhor fibra de SPME, foi avaliado
0 numero de picos totais obtidos para cada uma das fibras.

A fibra revestida com PDMS/DVB apresentou um maior niumero de picos
(57) com relacéo as fibras revestidas com PA, CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS, que

apresentaram 16, 18 e 39 picos, respectivamente (Figura 24).
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Figura 24. Numero de picos totais obtidos para as diferentes fibras testadas.
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Quando analisados os valores de area total dos picos para as diferentes
fibras, a fibra revestida por PA apresentou um valor maior de éarea total, seguida
pelas fibras revestidas por DVB/CAR/PDMS, PDMS/DVB e CAR/PDMS.

No entanto, apesar da fibra rosa (PDMS/DVB) ter apresentado um valor
de area total menor do que o da fibra branca (PA), ela foi capaz de adsorver um
maior nimero de compostos volateis diferentes, demonstrando maior sensibilidade
para a extracdo dos compostos volateis da amostra de pelos.

Dessa maneira, a fibra rosa (PDMS/DVB) foi selecionada para as

extracdes posteriores.

4.4.2.2 Tempo de extracdo

ApoOs a selecdo da fibra rosa como melhor fibra para extracdo dos
volateis, foi padronizado o tempo de extracdo necessario para se obter um melhor
resultado, para os quais se avaliou 0 numero de picos totais e a area total dos picos
obtidos.

Dentre os trés tempos diferentes que foram testados, o melhor resultado
foi apresentado para a extracdo realizada pelo periodo de 30 minutos, que
apresentou um maior numero de picos totais e uma maior area total dos picos
(Figura 25).
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Figura 25. (A) Nimero de picos totais e (B) area total dos picos para os diferentes tempos de
extracao.
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Dessa maneira, ficou estabelecido um tempo de extracdo de 30 minutos
para as analises posteriores dos volateis presentes em camundongos infectados e

nao infectados.

4.4.3 Extracao dos volateis por aguecimento

Posteriormente a padronizacdo da metodologia de extracdo dos volateis,
foram realizadas as extracfes dos pelos obtidos dos dois grupos de camundongos
(infectados e néo infectados).

A partir dos cromatogramas obtidos, foi possivel observar o mesmo perfil
de picos para os volateis de camundongo infectado e de camundongo nao infectado,

variando apenas a area dos picos (Figura 26).



Figura 26. Cromatogramas obtidos para as trés extracdes realizadas: (A) controle negativo,
(B) camundongo néo infectado e (C) camundongo infectado. Picos identificados humerados,
excluindo-se os contaminantes (*).
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Apds analise dos espectros de massas obtidos e dos indices de retencao
calculados para os 65 picos, foi possivel identificar 31 compostos, excluindo-se os
contaminantes (Tabela 6).

Tabela 6. Compostos tentativamente identificados, em ordem crescente de tempo de retencédo (tg), seus
respectivos indices de retencédo (IR) e area relativa média (AR). IR da literatura foram obtidos por meio da
biblioteca online WebNIST.

Picos (mintLF:tos) ComPOStO IRcalculado IRjiteratura AR, (%) AR (%)
1 7,67 octanal *?¢%® 1008 1002 1,87 2,22
2 8,69 limoneno ¢ 1036 1034 0,99 1,07
3 11,95 nonanal ¢ ¢ 1107 1104 36,25 36,37
4 14,05 cis-verbenol © 1150 1145 1,68 3,77
5 14,77 2-nonenal &% ¢ 1163 1163 0,83 1,36
6 15,43 1-nonanol © 1175 1172 8,04 7,32
7 16,06 naftaleno © 1186 1181 2,93 3,05
8 16,95 (-)-mirtenol 1200 1199 3,28 487
9 17,36 decanal &P ¢ ® 1208 1208 5,10 4,81
10 17,62 verbenona °© 1213 1212 2,16 3,93
11 19,59 carvona 1248 1249 2,64 3,13
12 20,62 trans-2-decenal © 1265 1266 0,46 0,58
13 21,29 acido nonandico °© 1276 1278 1,77 0,92
14 22,84 tridecano ™ © 1299 1300 1,18 1,07
15 23,34 undecanal & % © 1308 1306 0,75 0,60
16 26,72 cis-8-undecen-1-al 1364 1365 0,91 0,91
17 29,02 tetradecano * © © 1399 1400 7,21 7,27
18 29,71 dodecanal ©© 1408 1408 0,61 0,52
19 33,26  geranilacetona % © 1450 1455 5,23 3,30
20 35,29 dodecanol ¢ © 1471 1473 1,43 1,21
21 37,96 pentadecano®®%® 1498 1500 2,23 2,07
22 51,00 hexadecano ¢ %® 1599 1600 1,87 1,64
23 52,07 tetradecanal © 1615 1612 1,21 1,00
24 57,50 heptadecano ¢ © 1699 1700 1,62 1,31
25 58,20 pentadecanal ® 1715 1715 0,89 0,77
26 58,80 6-fenildodecano 1730 1725 0,70 0,57
27 61,67 octadecano ¢ ¢ 1798 1800 1,37 0,89
28 62,28 hexadecanal 1817 1821 0,84 0,55
29 64,38 hexadecanol © 1880 1880 1,59 1,13
30 64,96 nonadecano ™ ¢ © 1898 1900 1,16 0,88

31 67,78 eicosano ™ ® 1996 2000 1,20 0,92

a, b, ¢, d e e: compostos previamente encontrados em estudos com camundongos (a: Rock et al., 2006), caes (b: Oliveira et al.,
2008; c: Magalhdes-Junior et al., 2014) e seres humanos (d: Dormont et al., 2013; e: Tavares, 2016).

Além dos compostos identificados apresentados na tabela, foram
identificados outros sete compostos: tetrametilpirazina (tr = 11,13), trans-pinocarveol
(tr = 13,73), dodecametilciclohexasiloxano (tr = 24,75),
tetradecametilcicloheptasiloxano (tr = 38,62), 4-metil-2,6-di-tert-butilfenol (tr =
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39,38), dietilftalato (tr = 50,48) e hexadecametilciclooctasiloxano (tg = 56,31). Tais
compostos séo considerados como contaminantes, uma vez que estavam presentes
também nas analises realizadas como controles negativos (vial vazio).

Dentre os 31 compostos identificados, 11 apresentaram um maior teor
(maior é&rea relativa) nos camundongos ndo infectados e o0s demais nos
camundongos infectados. Para verificar a existéncia de uma correlagdo desses
compostos com os determinados grupos de camundongos, os valores de areas
relativas dos picos identificados foram submetidos a analise de componentes
principais (PCA)(Figura 27).

Figura 27. Analise de componentes principais (PCA) dos compostos volateis identificados a partir
das amostras de pelos de camundongos BALB/c néo infectados e infectados com L. (V.)
braziliensis. I1, 12 e 13: camundongos infectados; NI1, NI2 e NI3: camundongos nao infectados.
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A andlise das areas relativas dos picos por meio da PCA mostrou uma
correlacdo de seis compostos com dois dos camundongos néo infectados: carvona,
(-)-mirtenol, verbenona, cis-verbenol, octanal e 2-nonenal. Tais compostos estao
entre os 11 que apresentaram uma maior area relativa média nos camundongos nao

infectados.
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5 DISCUSSAO

Tendo em vista que diversos estudos demonstram uma diferenca na
atratividade hospedeiros infectados por parasitas do género Plasmodium para
culicideos néo infectados (LACROIX et al.,, 2005; CORNET et al.,, 2013a; DE
MORAES et al., 2014; BATISTA et al., 2014), o presente estudo buscou avaliar uma
possivel diferenca na atratividade de hospedeiros infectados e ndo infectados para
Ny. neivai.

No entanto, ndo foi observada diferenca na atratividade de camundongos
infectados por L. (V.) braziliensis e camundongos nao infectados para Ny. neivai,
bem como ndo houve diferenca no volume de sangue ingerido pelos insetos que se
alimentaram nos dois grupos de camundongos.

Tal diferenca de atratividade comprovada para culicideos é apresentada
estando o vetor infectado ou ndo com os parasitas do género Plasmodium, conforme
descrito para Anopheles gambiae s.s. infectado por Plasmodium falciparum
(SMALLEGANGE et al.,, 2013) e para Culex pipiens infectados ou n&o por
Plasmodium relictum, agente etioldégico da malaria aviaria (CORNET et al., 2013b).

Para flebotomineos, apesar da baixa quantidade de estudos nessa area,
foi encontrada uma diferenca na atratividade de hamsters infectados por L. infantum
chagasi para Lu. longipalpis (O’'SHEA et al., 2002; NEVATTE et al., 2017).

Contrariamente a isso, em situacdes onde os flebotomineos estéo
infectados por parasitas do género Leishmania é possivel observar uma diferenca no
volume de sangue ingerido por eles com relacdo a insetos sem a infeccdo. Essa
diferenca se da por meio de mudancas comportamentais causadas pela geracdo de
um gel de proteofosfoglicano secretado por promastigotas de Leishmania, fazendo
com que ocorra uma menor alimentacdo dos insetos em um Unico hospedeiro e 0
forcando a se alimentar em multiplos hospedeiros (ROGERS; BATES, 2007,
ROGERS, 2012). Tais fatores sdo capazes de favorecer a transmissdo do agente
etiol6gico das leishmanioses.

Um fator que pode ter determinado a auséncia de uma diferenca de
atratividade para Ny. neivai pode ser devido a uma diferenca na interacdo vetor-
parasita-hospedeiro com relacdo ao que ocorre para a leishmaniose visceral ou
ainda pela diferenca individual de atratividade das espécies de hospedeiros
(HAMILTON; RAMSOONDAR, 1994; KNOLS et al., 1995; BERNIER et al., 2002).

Nos estudos onde houve resposta diferencial na atratividade o agente etiologico era
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L. infantum chagasi, o vetor Lu. longipalpis e o hospedeiro hamsters. No presente
estudo foram utilizados: L. braziliensis, Ny. neivai e camundongos.

Além disso, diferentes cepas podem ser responsaveis por respostas
distintas na atratividade, como € o caso do Plasmodium falciparum, onde culicideos
infectados por uma cepa sensivel a cloroquina apresentaram uma maior atracao
(SMALLEGANGE et al., 2013) e culicideos infectados por uma cepa isolada de
pacientes infectados no Marrocos ndo apresentaram diferenca na atracdo aos
odores humanos de voluntarios saudaveis (NGUYEN et al., 2017).

Somada a diferenca na atratividade, Plasmodium spp também é
responsavel por gerar uma diferenca no padrdo de volateis emitidos por
camundongos e por humanos infectados (DE MORAES et al., 2014; DE BOER et al.,
2017). Além disso, globulos vermelhos em cultura infectada por P. falciparum séo
capazes de produzir um precursor que € responsavel por um aumento na producao
de CO,, aldeidos e monoterpenos, aumentando a atratividade e a susceptibilidade
de infec¢do para o An. gambiae (EMAMI et al., 2017). Alguns desses terpenos ja
haviam sido identificados previamente em culturas celulares infectadas por P.
falciparum e demonstrado maior resposta eletrofisiolégica para An. gambiae (KELLY
et al., 2015).

Em hospedeiros infectados por L. infantum chagasi também ja foi
demonstrado um perfil de volateis diferente entre hospedeiros infectados e nédos
infectados (O’'SHEA et al., 2002; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a).

O’'SHEA et al. (2002) observaram por meio de cromatografia gasosa
acoplada a detector por ionizacdo em chama (GC-FID) dez picos de compostos
presentes somente em hamster infectados por L. infantum chagasi, porém esses
volateis ndo foram identificados.

Para céaes infectados ou nao por L. infantum chagasi, foram analisados
volateis de trés grupos de animais: 0s que apresentavam sinais clinicos da doenca,
cédes infectados sem a presenca de sinais clinicos e cdes nédo infectados e, por meio
de microextragdo em fase solida com andlise por CG-EM, foram identificados seis
biomarcadores de infeccdo (octanal, nonanal, B-hidroxietil fenil éter, decanal,
heptadecano e 2-etil-hexil salicilato). Os resultados sugerem que a alteracdo dos
volateis seja mediada pelo parasita como forma de aumentar a atratividade do vetor
por esses hospedeiros para favorecer a transmissdo e manutencdo do ciclo do
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parasita, uma vez que 0s cades sdo considerados como reservatorios do parasita
(MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a).

O presente estudo também ndo demonstrou uma diferenca no padrédo de
compostos volateis emitidos pelos camundongos infectados por L. (V.) braziliensis e
camundongos nao infectados.

Apesar das diferencas individuais que possam existir na emissdo de
volateis, procurou-se no presente estudo minimizar essas possiveis distor¢des por
meio de utilizacdo de animais isogénicos, mantidos com a mesma alimentacédo e
tendo a mesma idade. De acordo com a literatura, a comparacao dos volateis de
diferentes camundongos € possivel por ndo haver diferenca no padrdo de
compostos presentes em animais de uma mesma faixa de idade (OSADA et al.,
2003).

Testes iniciais onde as extracfes de volateis foram realizadas em caixa
de acrilico para o controle negativo (branco), camundongo infectado e camundongo
nao infectado apresentaram uma grande contaminacdo, principalmente por
siloxanos presentes no ambiente do laboratério devido ao gesso utilizado nos potes
de criacdo para manutencao da colbnia (GOULART et al., 2017b).

Apés esses testes, foi possivel padronizar a metodologia de extracdo dos
volateis dos camundongos por meio de aquecimento de uma aliquota de pelos dos
animais e identificar tais compostos presentes nos animais.

A fibra selecionada na padronizacdo da metodologia (PDMS/DVB) foi a
mesma selecionada para identificacdo de biomarcadores de infeccdo por L. infantum
chagasi em cédes (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a) e para identificacdo do perfil
de volateis em seres humanos residentes de regido endémica da LTA (TAVARES,
2016), com tempo de extracdo intermediario aos dois estudos citados (30 minutos).

Dentre os 38 compostos identificados, alguns ja foram relatados
anteriormente em camundongos (ROCK et al., 2006), em cdes (MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2014a) e em seres humanos (BERNIER et al., 2000; DORMONT et
al., 2013a, 2013b; TAVARES, 2016) (Tabela 6).

Também €& possivel observar a presenca de alguns compostos
considerados como metabdlitos secundarios de plantas, tais como limoneno, cis-
verbenol, (-)-mirtenol, verbenona e carvona.

Embora n&o houve diferenga no perfil de volateis encontrados nos

animais infectados e néo infectados, excluindo-se os contaminantes, apenas 0s
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compostos octanal, limoneno, nonanal, cis-verbenol, 2-nonenal, naftaleno, (-)-
mirtenol, verbenona, carvona, trans-2-decenal e tetradecano estdo presentes em
maior teor (maior area relativa média) nos camundongos nao infectados. Todos os
demais compostos apresentaram maior area relativa média nos camundongos
infectados.

Dentre os compostos presentes em maior abundancia nos camundongos
nao infectados, o cis-verbenol e a verbenona possuem certa atividade repelente
para An. gambiae, um dos principais vetores da malaria (OMOLO et al., 2004;
INNOCENT et al., 2010).

Mesmo os camundongos ndo apresentando diferencas na atratividade e
no perfil de volateis, varios dos compostos identificados nos animais apresentam
resultados de atratividade para diferentes espécies de insetos de importancia
médica ou agricola.

Em estudo realizado por GUERENSTEIN; GUERIN (2001) foi
demonstrada uma resposta de Triatoma infestans frente aos compostos octanal e
nonanal por meio de eletroantenografia (EAG). FONTAN et al. (2002) também
demonstraram resposta de machos e fémeas de T. infestans frente a octanal,
nonanal, decanal, undecanal e dodecanal por EAG, além de uma resposta
comportamental de machos frente a baixas doses de nonanal.

O nonanal ja foi identificado como possivel feroménio de oviposicdo para
Culex quinquefasciatus, principal vetor da Waulchereria bancrofti (agente etioldgico
da filariose) e, em testes de campo, foi obtida uma captura significativa de fémeas
gravidas em armadilhas utilizando tal composto, sendo a resposta de captura dose-
dependente (LEAL et al., 2008).

Para estudos em campo realizados com An. gambiae, o dodecanol em
associacdo com uma armadilha comercial ja utilizada para o monitoramento dessa
espécie de culicideo foi responsavel por um aumento na captura de culicideos
nessas armadilnas (MWERESA et al., 2016).

Em estudos envolvendo flebotomineos, o nonanol apresentou uma
resposta de ativacdo, porém ndo de atracdo, tanto para Lu. longipalpis quanto para
Ny. neivai (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014b; MACHADO et al., 2015).

O conhecimento dos volateis emitidos por hospedeiros vertebrados e de

uma possivel acdo atrativa dos mesmos pode ser aplicado no monitoramento e/ou
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controle de insetos envolvidos na transmissdo de doengas (LOGAN; BIRKETT,
2007).

Possivelmente, testes futuros podem ser realizados para identificacdo dos
compostos volateis dos hospedeiros e para avaliacdo da atratividade de Ny. neivai
frente a hospedeiros infectados alterando-se o modelo animal utilizado ou até

mesmo a cepa e/ou espécie de Leishmania.
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CONCLUSOES

Para os testes de atratividade, ndo foi possivel verificar a existéncia de uma
diferenca na atratividade de Ny. neivai frente a hospedeiros n&o infectados e
infectados com L. (V.) braziliensis, tanto nos testes realizados com o0s

camundongos alocados em gaiolas, quanto para os testes no tuboem Y.

Apesar dos resultados ndo demonstrarem diferenca na atratividade de Ny.
neivai frente aos camundongos infectados e nao infectados, dentre os testes
de atratividade foi obtido um melhor resultado para os testes realizados no
tuboemY.

Apos ajuste de diluicdo, ndo foi observada diferenca na quantidade de sangue
ingerido pelas fémeas alimentadas nos camundongos infectados e nao

infectados.

O perfil de volateis apresentado pelos camundongos infectados e nao
infectados ndo demonstrou diferenca entre os compostos presentes nos dois

grupos de animais.
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7 CONSIDERAQ@ES FINAIS

Embora néo fizessem parte dos objetivos iniciais do trabalho, destacamos
algumas padronizacBes que se mostraram necessarias para o desenvolvimento do
mesmo: padronizacdo das metodologias para avaliacdo do volume de sangue
ingerido pelos flebotomineos e avaliacdo do melhor tempo de extracdo da fibra de
SPME assim como o revestimento mais adequado.

Devido ao menor volume ingerido pelos flebotomineos, apos
determinados reajustes na diluicdo inicialmente estabelecida para avaliacdo do
volume de sangue ingerido por culicideos, foi possivel padronizar a metodologia
para avaliacdo do volume de sangue ingerido pelas fémeas de flebotomineos em
cada um dos grupos de camundongos.

Para avaliacdo dos compostos volateis emitidos pelos camundongos
infectados e nao infectados, apds a padronizacdo da metodologia de extracdo de
volateis dos pelos aquecidos de camundongos com auxilio das fibras de SPME foi
possivel estabelecer um tempo de extracdo de 30 minutos e a utilizacdo da fibra
revestida por PDMS/DVB.
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APENDICES

APENDICE A - Parecer de aprovacéo da CEUA/FCF/CAr.

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 52/2015

Interessada: FLAVIA BENINI DA ROCHA SILVA

Orientadora: Profa. Dra. Mara Cristina Pinto

Projeto: Investigacdo sobre a atratividade de hospedeiros infectados com
Leishmania (Viannia) braziliensis (kinetoplastida: Trypanosomatidae)
para Nyssomyia neivai (Diptera: Psychodidae).

Parecer n? 89/2015 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade, reunida em 16 de
setembro de 2015, considerou que o protocolo para uso de animais na pesquisa:
“Investigacao sobre a atratividade de hospedeiros infectados com Leishmania
(Viannia) braziliensis (kinetoplastida: Trypanosomatidae) para Nyssomyia neivai
(Diptera: Psychodidae)”, apresentado pela Pés-graduanda FLAVIA BENINI DA
ROCHA SILVA, sob orientagdo da Professora Doutora Mara Cristina Pinto, do
Departamento de Ciéncias Biologicas desta Faculdade, esta estruturado dentro dos
principios éticos na experimenta¢do animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagao Animal - CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua execugao.
O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em AGOSTO de 2017
em formulario para este fim.
Araraquara, 21 de setembro de 2015.

@},ﬂ@ Z‘“ (//Wﬁ |

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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APENDICE B - Cromatogramas obtidos para os diferentes revestimentos das fibras
testadas durante a etapa de padronizacdo da metodologia de extragcdo dos
compostos volateis. (A) PA; (B) CAR/PDMS; (C) DVB/CAR/PDMS; (D) PDMS/DVB.

{x1,000,000)
i
(A

507
457
407
357
307
25
20]
15]

1.0

05
P Vo R |,

L N
L Ot s e e B L A s B R S S S S S R S R Sy I e S S S L B

10 20 30 40 50 60 70 80

{x1,000,000)
nc

1 (B)
vo0]
0,75{
o20]

0.25]

¥ I ORI S W Il

10 20 30 40 50

70 80

g_

{x1,000,000)
mc

175
1(C)
150
1o0]
0.7
oso]

0.25]

NSRS .1 ST TR RN O S

10 20 30 10 50 60 10 80




{x1,000,000)
N

1} (D)
oo
0751
oso]

0.25]

o :lf:\I . I,\.{‘kﬂﬂ\M‘ Tl o n‘.anArl\l hlll *.Al — g AT et — .l.||L

— an 0
10 20 30 10 50 60 70 80



67

APENDICE C - Cromatogramas obtidos para os diferentes tempos testados durante
a etapa de padronizacdo da metodologia de extracdo dos compostos volateis com
fibra revestida por PDMS/DVB. (A) 18 minutos; (B) 30 minutos; (C) 40 minutos.
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APENDICE D - Cromatogramas obtidos na diferentes réplicas para as trés
amostras. (A) controle negativo; (B) e (C) camundongo nao infectado; (D) e (E)

camundongo infectado.
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T

1 000.000)
C
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125
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075]

050
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{x1,000,000)
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APENDICE E - Estruturas moleculares dos compostos volateis identificados e

comparacdo dos espectros de massas dos compostos (superiores) com as

bibliotecas utilizadas (inferiores). Porcentagens indicam o grau de similaridade dos

compostos e 0s contaminantes identificados encontram-se sinalizados (*).

Composto

octanal — 91%

Reoi
[v  Octanal 128 CBH160 NIST21.LIB
I~ Octanal (CAS) n-Octanal $$ n-Octylal $$ Antif 128 CBH160 WILEY229.LI
90 [~ NOCTANAL $$CAPRILIC ALDEHYDE $§ 128 CBH160 WILEY229.LI
89 [~ OCTANALSS 128 CBH160 WILEY223.LI
89 [~ Octanal 128 CBH160 NIST21.LIB
89 [~ OCTANALSS 128 CBH160 WILEY223.LI
89 [~ OCTANALSS 128 CBH160 WILEY229 LI
89 [~ Octanal $$nCaprylaldehyde $§ n-Octaldehyd 128 CBH160 NIST107.LIB
89 [~ Octanal «n-> §§ Octanal 128 CBH160 FFNSC1.3lib
=g ]
Taiget:
1 (10,000} Base Peak: 44/ 10,000
4
o]
‘ ‘ [ 84 281
. 122
ool ‘ il [l ; “ [ L ; 2 ‘\
0.0 750 100.0 125.0 5.0 2500 2750
1:128: Dctanal
J 1 (10,000 Base Peak: 43/ 10,000
U_|\“ | P 1 P ‘ ‘ ‘

limoneno — 85%

ILLIMONENE §§
Himonene $8 Cyclohexene, 1methyl-4-{1met

WILEY223 LI
WILEY225.L1

tetrametilpirazina — 89%

83 [ LMONEN-0OLSS 150 C10H140
82 [ Cyclohexene, Imethy-4{Tmethylethenyly. () 136 CI0H16  NIST21.UB
81 [~ LMONENESS 136 CI0H16  WILEY229LI
80 [~ LIMONENESS 136 CIOHIG  WILEY229L1
80 [~ 170ctadens, Jmethylene- S8 IMethylene-1 122 COH14  NISTOBLIB
80 [ Lmonene S Cyciohexcne, Tmethy4-{Imeth 136 CI0HIG  FFNSC1.3lb
80 [~ 170ctadene. Imethylene- $8 122 CSHI4  NISTIOZLIB
g8
Target
1 olx10.000) Base Peak: 62710,000
4 o
ve] 57 _
N 7
400 40 d0 ED 500 650 700 720 TEo | 1200 | 1250 1300 1350
1136 MIMONENE §8
TGl Base Peak: 66/10,000
05] 58 .
v 7 136
ol I IE— TS (S
400 40 do 500 650 70 TEo 1200 1250 1300 1350
C
r 136 CBHIZN2  NIST21LIB
[ Pyrazine.tetramethyl- (CAS) Tetramethyipyrazi 136 CBHI2N2  WILEY228L1
7 [ Pyrazine. tetramethyl (CAS) Telramethylpyrazi 136 CBHIZNZ  WILEY225.L1
7 [ Fyraine, tetramethyl- 136 CEHIZNZ  NISTZILIB
7 [ Pyrotine.telramethyl- S BS Factor S8 Tetram 136 CEHI2N2  NISTIO7LIB
7 [ Pyrasine,tetramethyl $8 B Factor $§ Tetam 136 CEH12N2  NISTOBLIE
[ 2356 TETRANETHYL PYRAZINE 5§ 136 CBHIZNZ WILEY225L1
cles
Taget
1.0x10.000) Base Peak 54/ 10,000
Ea
os]ia
207
sc . o
oolpll1] ‘n\\u‘ il ] - : :
4 E) E) 7o 160 170 1% %0 280
1:136: Pyraine, teliamethyl- (CAS) Teliamethyiowrazine $5 BS factor $6 2,35 6-Tetramethyloyrazine $§ teramethyl pyrazine §§
L] rofiomm Base Peak: 136/10,000
B = =
05442 )::r
0ol b5 &8 & %
0 ) €0 70 80 A 100 170 180 150 200
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v Nonanal 0 1.LIB
7 [ NONANAL 88 C9H180 WILEY229.L1
7 [~ NONANAL 8§ 142 CSH180 WILEY229.L1
9% [~ Nonanal 142 CSH180 NIST21.LIB
96 [ Nonanal {CAS)n-Nenanal $§ n-Nonylaldehyde 142 C9H180 WILEY229.LI
96 [~ Nonanal 142 C9H180 NIST21.LIB
95 [~ Nonanal <n-> $5 Nonanal 142 CSH180 FFNSC1.3lb
95 [~ Nonanal $$ n-Nonaldehyde $5 n-Nonanal $$ 142 CSH180 NISTO8.LIB
85 [~ Nonanal {CAS)n-Nonanal $§ n-Nonylaldehyde 142 CSH180 WILEYZ29.LI
)=
Target:
4 (x10,000) Base Peak: 57/ 10,000
S
H 057 0
‘ 87 98
267
woddle ll Wb b wle e e
1:142: Monanal
J 4 (x10,000) Base Peak: 57/10,000
nonanal — 97% ET )
05+
‘ | FAVAVAVAV/
ol e b Al wh e e e
40 50 80 70 80 30 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| Hit | Similar] Regi [ Name [ Mol Wt| Fomula [ Library
1 85 [V lsopinocarveol §§ Bicyclo[3.1. 1heptan-3-ol, 6, 152 C1I0H160  WILEY223.LI
2 8 r S Bicyclo[3.1. 1lheptan- 152 C10H160 SC1.3lib
3 83 [ Bicyclo[3.1.1heptan-3-l, 6 6-dimethyl-Zmethy 152 C10H160 NISTO8.LIB
4 83 [ trans-Pinocarveol $3 Bicyclo[3.1.1jeptan-3o 152 C10H160 WILEY229.Ll
5 83 [ Bicyclo[3.1.1heptan-3-l. 6 6-dimethyl-2-methy 152 C10H160 NIST107.LIB
6 83 [ trans-Pinocarveol $3 Bicyclo[3.1.1jeptan-3o 152 C10H160 WILEY229.Ll
7 83 [~ Bicyclo[3.1.1heptan-3-l. 6.6-dimethyl-2-methy 152 C10H160 NISTO8.LIB
8 83 [~ Bicyclo[3.1.Theptan-3-l, 6,6-dimethyl-2-methy 152 C10H160 NIST107.LIB
9 82 [~ trans-Pinocarveol $8 Bicyclo[3.1.1heptan-3o 152 C10H160 WILEY229.Ll
=
Target:
1 gx10.000) Base Peak: 55/ 10,000
H "
97
0 0.5
53 m o 109 119
Il a“ | | |
o T T T T T T T T T T T T T
Bl 450 50.0 0 60.0 5.0 750 80.0 85.0 90.0 95.0 100.0 105.0 110.0 115.0 120
2:152: Pinocarvedl <trans-> $§ Bicyclo[3.1.1]heptan-3-0l, B5-dimethyh2-methylene-
x10,000) Base Peak: 92/ 10,000
j t & 5 E
j 70
*t i | — 84%
rans-pinocarveol — ()
‘ 53 4 ‘ ‘ o 109 19
59 e 105
s ] o L i e, e
40.0 45.0 0.0 60.0 750 80.0 85.0 90.0 95.0 100.0 105.0 110.0 115.0 120
letbenol <ci icycl Thept-3en-20 2 C SC1.3lb
Verbenol §§ 4,6,6-Trmethylbicyclo-{3.1. 1}hept C10HI6O  WILEY22S.LI
Bicyclo[3.1.1hept-3-en-2-ol, 4,6 6+4timethyl-, [1 152 C10H160  NISTOB.LIB
Bicyclo[3.1. 1lhept-3-en-2-0l, 4.6.6timethyl-, [1 152 C10H160 NIST107.LIB
Verbenal <rans-> §$ Bicyclo[3.1.1Jhept-3en-2 152 C10H160 FFNSC1.3lb
CIS-VERBENOL $$ 152 C10H160  WILEY229.LI
‘Verbenol §§ 4,6 6-Trimethylbicycle{3.1.1Hhept 152 C10H160  WILEY229.LI
Bicyclo[3.1.1)hept-3-en-2-0l, 4,6,64rimethyl- §5 152 C10H160 NIST107.LIB
Bicyclo[3.1. 1lhept-3-en-2-0l, 4.6.6trimethyl- $5 152 C10H160 NISTO8.LIB
=
Taiget:
1 (x10,000) Base Peak: 91/ 10,000
4 - b N
057 * - 94 118
53 53 107
84
- 134
1 R o 1 N N T T 6 N 2 O
40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0 75.0 80.0 85.0 °0.0 5. 100.0 105.0 110.0 115.0 1200 1250 130.0 135.0
1:152: Verbenol <cis> $% Bicyelo[3.1.1Jhept-3-en-2-0l. 46 6-timethyl- [1R.2R.5R)-
J 1 (x10.000) Base Peak: 94/ 10,000
. - ED
cis-verbenol — 89% =i : .
59
0.5+ 2
44 - i 119!
| | i \ ‘
0 T R I I O P 0 TN T S S
0.0 5.0 £0.0 8.0 60.0 65.0 70.0 750 80.0 85.0 90.0 95.0 1000 105.0 110.0 115.0 1200 128 1300 135.0
v MNon{2E)en - FFNN b
I~ 2Nonenal, (E} $8 (E}2-Nonenal 8§ trans-2-N NISTOS.LIB
I~ TRANS-Z-NONENAL $§ WILEY229.LI
80 [~ 2Nonenal. (E} 140 CSH160 NIST21.LIB
79 [T NONENALSS 140 C9H160 WILEYZ29.L
77 [ 2Nonenal. (Ef 140 CSH160 NIST21.LIB
77 [T 2Nonenal, (E}{CAS)trans-2-Nonenal §§ (E}2 140 C9H160 WILEYZ29.L
76 [~ 2-Tidecenal. (E)- 88 (2E}-2-Tidecenal # $$ 196 C13H240 NISTO8.LIB
76 [~ TRANS-2-TRIDECENAL $$ E-24ridecenal $$ 196 C13H240 WILEY229.L1
ol &
H Target
,I 0 1 (x10,000) Base Peak: 55/ 10,000
~ NN A ¢ E 251
I [
H H
% 07 2 267
9 193 7 ]
o ; I‘ | ‘M‘ i S 17} . g : L I . I i :
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0 3250
1140 Non-(2E)-enal $% 2-Nonenal, (2E)-
J 1 (x10,000) Base Peak: 43/ 10,000
2-nonenal — 81%
o I‘ T “ Hw ‘Mﬂ 122: T T T T T T T T T
50.0 5.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0
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lonyl S N-NONA

Regi
[

[~ 1-Nonanol (CAS) n-Nonyl alcohol $8 N-NONA C9H200 WILEY223.L1
91 [~ 1-Nonanol 144 C9H200 NIST21.LIB
91 [~ Nonanol {CAS) Nenyl alcohol $§ 144 CSH200 WILET225.L1
91 [~ 1-Nonanol {CAS) n-Nonyl alcohol $8 N-NONA 144 CIH200 WILEY229.L1
91 [ 1-Nenamol 144 C9H200 NIST21.LIB
91 [~ Nonanol $5 Nonyl alcohol $3 144 CSH200 NIST107.LIB
91 [~ Nonanol 144 C9H200 NIST21.LIB
91 [~ 1-Nonanol $3 Nonyl alcohol $3 n-Nonyl alcoh 144 CSH200 NISTO8.LIB
ol 8
Target:
A 1 (x10,000) Base Peak: 55/ 10,000
g 4 70
0.5+
‘ 68 a7
oblllie WL i e nle  Tw e SRR S
40.0 450 50.0 55.0 60.0 85.0 70.0 750 80.0 85.0 30.0 95.0 100.0 05.0 110.0 120.0 125.0 130.0 1350
10144 1-Nonanol (CAS) nionl alzohel 3% N-NOMANOL $§ Monyl alcohal $8 Octylcarbingl $% Pelargonic alcohal §3 n-Nonan-1-ol $§
4 (x10,000) Base Peak: 56/ 10,000
0 & N i Me (CHz) g0
1-nonanol — 91%
83 %
ool \‘1‘ : L . : AN . e | |} g . | s ‘ ‘ W 126 L
400 450 50.0 55.0 60.0 85.0 70.0 750 0.0 85.0 80.0 95.0 00.0 105.0 110.0 150 120.0 125.0 130.0 1350
9 Naphthalene: C10H8
90 [ Naphthalene 128 C10H8 NIST21.LIB
90 [~ AZULENESS 128 C10H8 WILEY229.LI
89 [~ Naphthalene (CAS) White tar $§ NAPHTALIN 128 C10H8 WILEY225.L1
89 [~ Azulene [CAS)Cyclopentacycloheptene $$ Bi 128 C10H8 WILEY229.LI
89 [ Azulene 128 C10H8 NIST21.LIB
89 [~ Naphthalene (CAS) White tar $8 NAPHTALIN 128 C10H8 WILEY229.LI
88 [ Azulene 58 Bicyclo[5.3.0)decapentaene $8 Cy 128 C10HE NISTO8.LIB
88 [~ Naphthalene $$ Albocarbon $8 Dezodorator $ 128 C10H8 NISTO8.LIB
o] & &
Target
(10,000) Base Peak: 128/10,000
d I8
0.5+
o 3 o - 102 129,
s . S I e S T e L
1:128: Haphthalene
(10,000} Base Peak: 128/ 10,000
a I8
naftaleno — 91% e
»
i 51 636 129
0. T ‘4\ ‘I (nt T “‘I‘w T Z wu‘ T £ ng T = T 1?2 T T 12 T T |“ ‘n T
400 450 50.0 55.0 60.0 65.0 70.0 80.0 85.0 90.0 95.0 100.0 105.0 110.0 115.0 120.0 125.0 130.0 135.0
[ [ Simitad] Regt Compound Name [Mol wt| Formuia [ Library |
1 83 [V Bicyclo[3 1.1jhept-2-ene-2-methanol, 6, 152 C10H160 NIST21.LIB
2 2 [ | 33 B 311 £ 2 C10H160
3 I~ Myrtenol §§ Bicyclo[3.1.1lhept-2ene-2metha 152 C10H160  WILEY229.LI
4 [~ Bicyclo[3.1.1hept-2-ene-2-methanol. 6.6-imet 152 C10H160 NIST21.LIB
5 I~ Bicycle[3.1.1hept-2-ene-2-methanol, 6 6-dimet 152 C10H160 NIST107.LIB
6 [T MYRTENOL 88 152 C10H160  WILEY229.L1
7 ™ Bicycle[3.1.1hept-2-ene-2-methanol, 6,6-dimet 152 C10H160 NIST21.LIB
8 Myrtenol 88 Bicyclo[3.1.1)hept-2-ene-2metha 152 C10H160  WILEY229.L1
9 ™ Myrenal §§ Bicyclo[3.1.1)hept-Zene-2carbox 150 C10H140  FFNSC1.3lip
ol
Target:
1 (x10,000) Base Peak: 79/ 10,000
= 91
43 _ 107 148
| o 85 £ 1 | ‘ s 121 - ‘
ool : B e M S
40.0 450 50.0 80. 70.0 750 80.0 85.0 90.0 95.0 100.0 105.0 110.0 150 120.0 125.0 1300 135.0 140.0 145.0
2:152: [-}Myrtencl $ Bicyclol3.1.1hept-2-ene-2-methanol, & E-dimethyk, (1R]- $5
10x10.000) Base Peak: 7/ 10,000
ﬂ 7 =
(-)-mirtenol — 82%
108
41 93 119
69 21 9 =
(S B IR TN 3 G S 8 s U S U S Y U N S S s
40.0 450 50.0 55.0 80.0 70.0 75.0 80.0 85.0 °0.0 95.0 100.0 105.0 110.0 115.0 120.0 125.0 130.0 135.0 140.0 145.0
Regi
96 [ Decanal <n-> 56 CI0H200 FFNSC1.3lib
9 [~ DECANALSS 156 CI0H200 WILEYZ229.Ll
9 [~ DECANALSS 156 C10H200 WILEY229.LI
95 [~ Decanal (CAS)n-Decanal $$ Decyl aldshyds 156 C10H200 WILEYZ229.LI
95 [~ Decanal 156 C10H200 NIST21.LIB
95 [~ N-DECANAL 88 CAPRIC ALDEHYDE 88 156 C10H200 WILEYZ229.LI
93 [ Decand 156 C10H200 NISTZ1LIE
93 [~ Decanal (CAS)n-Decanal $3 Decyl aldehyde 156 C10H200 WILEY229.LI
93 [~ Decanal $$ n-Decaldehyde $S n-Decanal $§ 156 C10H200 NISTO8 LIB
o| Al &
Target:
A N (x10,000) Base Peak: 57/ 10,000
g ! 4 El
ad 2
05 a1 8
| 1 Ik
a0y | — S EEE P S TS i . S S
40.0 450 50.0 55.0 80.0 65.0 0.0 5.0 80.0 85. 90.0 95.0 100.0 105.0 110.0 115.0 120.0 125.0 130.0 135.0
1:156: Decanal <n» $$ Decanal
J 1 (x10,000) Base Peak: 57/ 10,000
decanal — 96% E ;
=] 7 82
05 a5 T
‘ ‘ ‘ ‘ 84 95 112
40.0 450 £0.0 60.0 65.0 70.0 7.0 80.0 85.0 90.0 95.0 100.0 105.0 110.0 115.0 120.0 125.0 1300 135.0
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P Ve 1 , I
[ Bicydhl3.1.Thept-3em2one. 4.6 6tmet- Ci0H140  NISTZ1LIB
88 [ VERBENONESS 150 CIOH140  WILEVZ23.Ll
88 [ Biydo[3.1.Thept3en-2one, 466mety 150 CIOH140  NISTI07.LB
8 [ Bioydo[31Theptden2one. £65tmethyl- (150 CIOHI40  WILEYZ29.L1
8 [ Bioydo[3lThept3enZone, 45 Gumethy 150 CIOH1Z0  NISTELIE
8 [ Biydo[31Theptden2one, 46 6kimethyl 150 CIOH140  NIST21LIB
88 [ Bioydol31Theptdenzone. 466tmetny. 150 CIOHI40  NISTIO7.LB
88 [ Bioydo[3lThept3enZone, 45 Gumethy, 150 CIOH140  NISTELIB
.lglg
Target
4 (x10,000) Base Peak: 107/ 10,000
i
91
0.5 a1
o ‘ 1z 150
[ySRINLF S : ‘ L ] , s . : : : ‘
400 5. 0.0 55.0 0.0 65.0 750 20.0 8.0 920.0 5.0 100.0 105.0 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 145.0 1500
1 150 Vetberone §§ Bicyclo[3.1.1 hept-3-en-2-cne, 4,6 -imelhyl-
Bl (x10,000) Base Peak: 107/ 10,000
= T
verbenona — 91% =
55 - ‘ o ‘ 122 150
0 e ol LT LT el e, e —
400 45.( 0.0 55.0 0.0 65.0 .o 750 20.0 8.0 920.0 5.0 100.0 105.0 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 145.0 1500
|t [ Simitar] Regi] Compound Name [ Mol Wt[ Formua | Lbrary |
1 S3 v 2Cydohexen-Tone, 2metii 51 metriehe 150 C10H140 _ NIST21 LB
B 2 [ CARVONE 150 WILEY225 L
3 82 [ Carvone 58 2Cydoheren-lane, 2meliyho(1 150 CI0H130  FNSCI.3b
) §1 [ 2Cydohexen-lone, 2metyl {1 meliylethe 150 CT0H140  NIST21 LB
5 31 [ 2Cycoheren-Tone, 2methyhS-{imetylethe 150 CIOH140  WILEY223.L1
5 91 [ CARVONESS 180 CIOHIZ0  WILEY229.U
7 51 [ CARVONESS 150 CI0HIS0 WILEY225.
5 %0 [ 2Cydohersn-Tone, ZmethykS{imethylethe 150 CIOH140  WILEY223.L1
5 90 [ 2Cydohexen-Tone, 2metnyt5-{1metnylethe 150 CI0H140  NIST21 LIB
o=
Target
1 (x10,000) Base Peak: 82/ 10,000
B 54
Ty o 108
T B i | | 5 150
ookl LT 1 o Ll A ; 12 e ; ;
Wo | 450 s00 30 600 780 %0 0 950 1000 1050 1100 1150 1200 1260 1300 1350 1400 1450 1s0.0
2:10: CARVONE $§
L] ot Base Peak 82/10,000
carvona — 92% . i
e | 150
i, 51
ool o — S 8 M S N —
o 450 si0 50 600 00 7o %0 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1260 1300 1350 1400 1450 1sb0
| Hit | Similar] Regi | Compound Name: [ Mol Wt| Formula [ Ubrary |
T B 7 Hexadscans, Tchbro- CAS) 1CHorohexade 260 CIGH33CL WILEVZS LI
89 [ Hexadecane, Tchloro- NIST21.LIB
r FFNSC1 31b
T-Pertadecens NIST21 LI
88 [ 3Tetmdecens, (2 (CAS) 19 C14H2E  WILEY220.U
88 [ 3Telrdecene. 2+ 5§ 19 Cl4H28  NISTIOZ.LB
88 [ 3Tetradecens, 7+ $§ (12)}3Tetradecene # 136 C14H28  NISTOBLB
88 [ THeptadecancl CAS)nHeptadecanol SSHe 256 CT7HIGO  WILEY229.L
88 [ T-Dodecene (CAS)Adacene 128SnDodec-1 168 Cl2H24  WILEY229.1
ol
Target
| 610,000 Base Peak 43/10,000
70
0.5 44
85
53 93 7 110
o !l ‘ ‘ [ . | ‘ |.“|‘ S ‘1? | ‘ e
400 450 50.0 550 60.0 T0.0 750 80.0 85.0 50.0 105.0 1100 1150
3:154: Dec{2E} enal #§ 2Decend, (ZE}
o (x10,000) Base Poak: 41/10,000
&l - 7
trans-2-decenal — 88%
88
&
53 - 93 107 10
(I e L S
40.0 450 50.0 55.0 60.0 62.0 70.0 7.0 80.0 8.0 90.0 95.0 105.0 1100 1150
\mﬁmlaﬂﬁw\ Compound Name [ Mol Wt Formuia [ Library |
7 ST 7 SOctadscenoic acd (2 CAS)Olecacd §8 282 CIBH02 WILEYZ2SLI
Pentadecancic acid (CAS) Pertadecyic aid 242 C15H3002_WILEY229.0
[ Nonanoic acid 756 C NIST2TLIB
I~ Nonanoic acid (CAS) Noncic acid $5 Nonylc C3HIBO2  WILEY225.L)
88 [ Octadecancic acd 284 CIBH302  NIST21LIE
8 [~ Hexadecanoic acid (CAS) Palmticacid SSPal 256 C16H3202 WILEY225.1
8 [ Octadecancic acd (CAS) Sieaic acd $$n0O 284 C18H3I502 WILEY223.L1
88 [ nHexadecanoic acid 25 CI6HI202  NIST21LIE
87 [ Docosancicacd (CAS) Behericacid SSGyc 340 C22H2202 WILEY225.L1
ol g
Target
Ol o o T 1 ox10000) Bass Peak 57/10,000
\” ~ ~ ~ ~ . El =
05
0 7 s
" B . B N = 129
w5 MRS -SSP TS N S 7 N S
400 450 50.0 55.0 60.0 B850 T0.0 75.0 80.0 85.0 50.0 95.0 100.0 05.0 110.0 150 120.0 1250 130.
3:158: Nonanoic acid
o (x10,000) Base Peak 60/ 10,000
acido nonandico — 88% 4 1] 7] S
0s]
2. 3 7 98 s 129
q | h 5 | i g, 7 51 (AL 2 ]
oo 40 00 =20 ET) 700 7o a0 a0 o0 olo 100.0 10k i1hg LT 2ba 12k 120
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| e [ Similar] Regi| Name [ Mol Wt[ Formula | Lbrary |
1 97 v Dodecane > 55 Dodecan 70 C12425 _ FRNSCTAb
2 83 [ Tidecane <n- 84 C13 H2
3 93 [ Dodecane $Sn-Dodecane 35 Adakane 1258 170 CI2H25  NISTO8.LIB
3 3 [~ Tetradecane ans> 5§ Tetradscane 188 C14H30  FFNSC13Ib
5 8 [ Eoosane 22 CaH42  NISTZILIE
5 %2 [ Hptadecans 240 CI7HI  NIST21LIB
7 92 [~ Heptadecane (CAS)n Heptadecane 5§ 240 CI7H36  WILEY228L1
5 % [ Heptadecans, 26,10, I44etamethyl- S 26,1 296 C21H&  NISTIOTLIB
9 82 [ Hepladecans, 2610, 144elamethy- 261 296 C21H43  NISTOELIE
Q=g
Target
1 (x10.000) Base Peak: 57/ 10,000
4 Al
0.5
e
4
83
o ‘.|"‘ - . : I : - ; e ; .
40.0 45.0 50.0 55.0 0.0 8.0 700 75.0 80.0 8.0 90.0 105.0 110.0 150 120.0 1250
2:184: Tideoans <> 83 Tidssane
B ¢ (x10,000) Base Peak: 57/10,000
- j b 7
0s]
&
tridecano — 93%
e 2 . ; ‘ R : ——
o 0 0o D 530 550 700 %0 00 550 ) oo 055 1160 15 | 1200 250
Fit | Similar] Regi | Compound Name [ Mol W] Formula [ Library
5 8 [ Teliadecanal CAS) Myidadenyde SS Myl 212 C14H280  WILEVZZSL!
0| 8 [ T-Hexacosandl 382 C26HS0  NISTZILIB
TI| 8 [ I-Hexacosand CAS)HEXACOSANOL-1$§n 382 CEHB40  WILEYZ2SLI
B 7 [ 1-Tetradecancl (CAS) Afol 14 5§ Tetradecaro 214 C14H300 WILEY229.U
13 8 U 55 170 C11H WILEY229.0
14 | 8 [ TOctadecancl [CAS) Stenol S5 Sl SSSSte 270 CI8H380  WILEY229.0
15 7 [ Undecana 170 CI1H220  NISTZ1LIB
16 | &7 [ 1Octadecancl (CAS) Stencl S5 Sipol 555Gt 270 CIEH3BO  WILEYZZS.LI
7 7 [ Undecanal (CAS) Hendecanel SSnindecan 170 C11H220  WILEY229.L1
Ol
Taiget
1 (x10,000) Base Peak: 57/ 10,000
i
5 s
0.5 69 .
67 &
142
9 111 5
blle 11 0 V1 T — ST N S S S
400 450 50.0 55.0 60.0 700 750 0.0 85. 50.0 95. 1050 1100 150 1200 1250 1300 1350 1400
13:170: UNDECANAL $§
J 1 (x10,000) Base Peak: 43/ 10,000
undecanal — 87% i
45 T 126
1
ol UL 1l : S 1N S ) N S S A
@o &0 00 ss0 800 70 0 o o 1000 1050 100 150 1200 1250 1300 1380 1400
Cy e, dodecametyl-§§ Dodeca NIST107.L18
Cyclohexasioxane. dodecamethyh (CAS) Dod WILEY229L1
Cyclohexasioxane, dodecametiyi- 424 C12HIG06S! NIST21.LIB
8 [ Cyclohexasioxane. dodecamethyl- S Dodeca 424 C12H3606S! NISTOBLIB
74 [ Cyckhexasiorane. dodecamethyl- CAS)Dod 444 C1ZH36OB WILEY228LI
\ /
\ /
| &
Taiget
\ ; .
N y, 1 oGx10.000 _ Base Peak 737 10,000
34
\ |
0_ 0 _0 147 325 c
. , L& 1 13| 52 1e1 207 o3 251 26T 281 311 \ h sor 413 L.
50.0 750 100.0 1250 150.0 175.0 2000 250 250.0 2750 300.0 3250 350.0 3750 400.0 4250
7 ™, 14440 k13
/ \ / N 73/ 10,000
\ l £x10,000) X
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*dodecametilciclohexa E
05 429
siloxano — 89% , T
0 R A | g 207 257 21 | I
50.0 750 100.0 1250 150.0 175.0 2000 2250 250.0 275, 300.0 3250 350.0 4250
[~ *-Hexacosanol 352 NIST21.L18
7 [ THexacosanol CAS) HEXACOSANGL1 §n 382 C26HE40  WILEY22.L1
7 [ tNonadecanol $§ Nonadecyl cchol SSn 264 CISHAD0  NISTIO7LIB
7 [ Nonadecanol CAS) 284 CISHA0 WILEY225.L1
7 [ i-Tetracosanol $§n-Tetracosanol $§ Lignocer 354 C24HS500  NISTIO7LIB
7 [ 1Teracosanol (CAS) TETRACOSANOL 8L 354 C24H500 WILEY225.L1
8 [ tBcosano $§nEicosanol $§n--Ecosancl$ 238 C20HA20  NISTIOTLIB
87 [ THEcosano CASIn-Bcosanol $Sn-1Bcosan 298 C20H420  WILEY229LI
A&
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(x10,000) Base Peak 857 10,000
0 1
1 4
H 05 69
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q 70
cis-8-undecen-1-al — 87% | i
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s g7 A1 124 35
ooy aulll el — AV S : : ;
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Pentadecane <n-> §§ Pertadecans 212 C15H32

3lib

% FFNSC1.3lib
95 [ Hexadecane <n-> 8§ Hexadecane 226 C16H34 FFNSC1.3Jip
95 [ Heptadecane <n-> $$ Heptadecane 24D C17H36 FFNSC1.3lib
95 [~ N-TETRADECANE $$ 198 C14H30 WILEY229.L1
95 [ Pentadecane 212 C15H32 NIST21.LIB
95 [ Tidecane <n-> 8% Tridecane 184 C13H28 FFNSC1.3lib
95 [T Tetradecane $§ n-Tetradecane $§ 198 C14H30 NISTOS.LIB
95 [ Tetradecane $8 n-Tetradecane $8 lsotetrade 198 C14H30 NIST107.LIB
o3 g
Target:
110000 Base Peak 571 10,000
P PN AN N P AN -~ ¥
P N T
& m
05] 85
‘ o 27
P A T bl e . 1e8 ; ; ; ; !
o e b0 2o = e 2000 250 ho 2o o o
1:198: Tetradecane <n-> 3% Tetadecans
L] ssoam, Base Peak 57/ 10,000
= F 7
tetradecano — 96%
0 “ — Y o Ty o , . . ; ;
o e b0 2o = e 2000 250 ho 2o o o
|t [ simitar] Regi Name [Mol Wi| Fommula | Ubrary |
7 57 AS) NMyristaldehyde $8 Myrstyl 212 C14 H280

Tetradecanal (C.
D:

1

anal

B4 1

WILEY229.L]
iy

NISTI07.LIB

§1 [ Dodecand [CAS)n-Dodecanal §8 1Dodecan 164 C12H240  WILEY225L)
5 [ DODECANALSS 184 C12H20  WILEY225L)
9 [~ Decansl cn>§5 Decanal 155 CIOH200  FANSCI b
9 [ Tetradecanal > §8 Tetradecand 202 C14HBO  FENSC1
9 [ Dodecansln> §5 Dodzcanel 184 CI2H240  FANSCIb
50 [ TRIDECANALSS 198 CI3H0  WILEY229L)
% [ Tidecanal 198 C1H260  NIST21LIB
ozl &
Tage,
4 (10,000} Base Peak: 57/ 10,000
7
— N .
TN
oe] s .
I 11 148 a7
oo tlll, il PEa—(] 123 1 1l _ _ . _ _ :
3o 2o 1060 120 1sho B e 200 2750 ) ko
217194 Dadscanal §8 Laurakiehyde §5 nDadzoanal §8 rDodzcyl ldehyde §6 D adcylc skdshyds §9 rLauwaldhyd 36 Aldehyde C-12 3% Dadscanaldehyd $6 D adcyl ldehyde §5 Lauric akiehyde $5 Laun) akdshyds $9 T-Dodecansl 9§ £12 sidehpde,
J 4 (x10,000) Base Peak: 43/10,000
dod e - VAVAVAVAVAVAN
o0 PRI - - : : : T : ; :
50.0 750 100.0 125.1 150.0 175.0 200.0 250 2500 275.0 300.0 3250
ClaH20  WILET225.
1 [ 5SUndecaden-2one. 6. 10dimetiyl 2+ 184 CI3H220  NIST21 LB
§1 [ GERANYLACETONE S§ 194 CIZHZ20  WILEYZZSL
1 [ 5SUndecaden-2one. 6. 10<imetiyl (B 184 CI3H220  NIST21 LB
S1 [ 5SUndecaden2one,610dmethyl (E-(CA 184 C13H220  WILEY229L)
1 [ 5SUndecaden2one. 6 10dmetiyl (E-53 194 C1HZ220  NISTOSLIB
§1 [ 5%Undecaden2one,610dmethyl (B85 194 C13H220  NISTIOZLIB
9 [ Neglacetone 58 5 $Undecadien2one. 610 194 C13H220 FFNSC1Alb
ol &
Target
~. 1.00x10.000) Base Peak: 43/ 10,000
~
H 0.5
) 07 i 138 151 183 Ly
ooy , : Ll s ; ; Ll UL LN l o 1 ;
5 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150
1:194: 5 3Undscaden2-one, 610-dmstyk
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q
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g 0 9 07 e 138 151 g
0 ‘ L 8 s 1 135 133 ] I ist 176
: , T : : T . ; r . ; ; : : : :
40 S0 60 T 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150
1-Dodecanol £ Cl2H280  NISTZ1LIB
2 [ IHexadecene, @ 24 ClGH2  NIST21LIB
52 [ 3Hexadeoene. (055 (323 Hesdecene # 224 C16HZ2  NISTOBLIB
92 [ JHedecene (2 CAS)cis3Heradecene 224 CI6H2  WILEY225LI
9 [ Tidecanol an> 88 1Tidseanol 200 C13H20  FANSC1 2
2 [ Ccodudscans (CAS) 168 Cl2H2¢  WILEY229LI
82 [~ Cyclodedecane 168 Ci2H2t  NIST2ILB
%2 [ 1Hexdecanl 22 Cl6HM0  NIST21LB
@y
Taigel
4 (GK10.000 Base Peak: 55/ 10,000
o~ ,. F: 1 g
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Regi
~ FFNSC1.2lib
r FFNSC1.20ib
r FFNSC1.3lib
r FFNSC1.30ib
r FFNSC1.3lib
[ Octadecane <n-> $§ Octadecane FFNSC1.2lib
[T Pentadecane 212 C15H32 NIST21.LIB
[T N-TETRADECANE $$ 198 C14H30 ‘WILEY229.L1
[T Nonadecane <n-> $$ Nonadecane 268 C19H4D FFNSC1.30ib
A
Target:
1 (x10,000) Base Peak: 57/ 10,000
™ a3 T
0.5 85
o ‘ il Ll 1] L 2 127 141 163
20 50 &0 70 80 %0 150 110 130 130 110 130 160
1:212: Pentadecane <n-> $§ Pentadecane
4 gx10.000) Base Peak: 57/ 10,000
O 8s
pentadecano — 96% % 1 P T! MR ol ‘ e w w
40 0 €0 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160
v ane, tetrac 5
92 [~ Cycloheptasioxane. tetradecamethyl- $32.2.4 518 C14H4207Si NISTO8.LIB
82 [~ TETRADECAMETHYLCYCLOHEPTASILOXA 518 C14H4207 WILEY229L1
77 [ 3¥isopropoy-1.1.1 Thexamethyl-3.5.54rist 576 C18H5207Si NIST107.LIB
™~ N 77 [T Ysopropoxy-1.1.1, Thexamethyl-3.554rst 576 C18H5207Si NISTO08.LIB
76 [~ TETRADECAMET! CYCLOHEPTASILOXA 518 C14H4207 WILEYZ29.LI
‘\‘ 74 [T 3Butoxy-1.1.1.7.7. 7-hexamethyl-3.5 Stristime. 590 C19H5407Si NIST107.LIB
\ Y /s 74 [T 3Butoxy- 1,7.7, 7hexamethyl-3,5,54risftrime. 530 C15H54075i NISTO8.LIB
T —0
Y
/ Target
1 (x10,000) Base Peak: 73/10,000
/ 281
/ N 0.5 7 457
/ N 341 415
o — ool L : 133 RS- L 248 85 I . AL . 1 b, . . L
/ 0.0 70 100.0 1250 150.0 175 2000 250 2500 2750 200.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425 450.0 475, 500.0
1: 518: Cycloheptasioxane. tetadecamethyt §3
(x10,000)
s 1
y 7 J 281
J J 147,
* - - 0.5+ 41
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0ol f 13l 191 L 249 265 I 2h | & | L ar |
SI |0Xan 0 9 2 % £0.0 750 100.0 125.0 150.0 1750 200.0 2250 250.0 275.0 200.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425, 4500 475 500.0
BHT $% Phenal, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl}-4-m C15H240  FFNSC1.3lib
83 [ Butylated Hydromytoluene 220 C15H240 NIST21.LIB
89 [T Butylated Hydroxytoluene $8 Phenol. 2 6-bis(1 220 C15H240 NISTO8.LIB
89 [T Butylated Hydroxytoluene $S Phenol. 2 6bis(1 220 C15H240 NIST107.LIB
89 [T Phenol, 2 6bis(1,1-dimethylethyl)-4 methyl- (CA 220 C15H240  WILEY225.L1
89 [T Phenol, 26bis(1,1-dimethylethyl}-4-methyl- (CA 220 C15H240  WILEY229.L1
88 [ Phenol. 26bis(1.1dimethylethyl|-4-methyl- (CA 220 C15H240  WILEY229.L1
88 [T Phenol. 26bis(1.1-dimethylethyl}-4-methyl- (CA 220 C15H240  WILEY225.L1
H j @ 4
| Target:
0 s 1,0G10.000) 2 guPaak 205/10,000
T \” %
220
\ = At " s 77
N A L & g 195 s it i3 T e 11 | 59 |
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/ \ 1:220: Phenal, 2,6-bis(1,1-dimethplethyl)-4-methyl- [CAS ) 4-Methyl- 2 6-ditert-butpiphenal $$BHT $3 P 21 $8 CAQ 29640 2999 CAD 1 $3A0 4K $$ DEPC $3 P 21 $ $¢ 26-DI-TERT-4-METHYLPHENOL $% Buks $% lonal $3 lonole $3 Deenax $9 Dalpac $§ St
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0s]
220
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[ ¥t [ Similar] Regi| Compound Name | Mol Wt| Formula | Library |
[ 98 [v_ Benzowc acd <2 {14 hydroxy Smeihypery) 343 C21 H29NG FENSCT 3l
2 57 [~ Diethyl Phih T2H1
3 % [ DIETHYL PHTALATE $§ 222 CIZHI404 WILEY228.L1
4 9 [ Phfelato <dithyl> S8 12Benzonedicaboryt 222 C12H1404 FFNSC13lb
5 9 [ Diethyl Phithalate 222 C12H1404  NIST21.LUB
4 6 95 [ Diethyl Phihalate $8 12Benzenecicabonic 222 C12H1404  NISTOS.LB
7 94 [ Dicthyl Phihalate $8 1 2Benzencdicaboryic 222 C12H1404  NISTI07.LIB
) 94 [ 12Benzenedicaoryic acd. dethyiester C 222 C12H1404 WILEY225.L1
) 93 [ 12Benzenedcatonic acd, dethyiester € 222 C12H1404 WILEY228.L1
0., o : g
= : 3
o S anget
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| Hat | Similar] Regi | Compound Name | Mol Wi| Formula | Ubrary
T 7 ¢ Heptadecane > 5§ Heptadecans 280 CI7HI  FRNSCTalb
92 [~ Octadecane <> §5 Octadecans 254 C18HI8  FFNSCI.3lb
% Hoxadecane <n-> S Herad 5 ClbH34  FFNSCI.3lb
Nonadecane <n-» $8 Nonadecane Ci5Ha0  FFNSCI3lb
51 [ Pertadecane n-> § Pertadecane 212 CI5HZ2Z  FFNSCI3lb
91 [ Heptadecane, 2610, 5tetamethyl- CAS) 2, 296 C21H44  WILEY229L1
91 [ Heptadecane, 2610, 15tetramethyl- SS26.1 295 C21HA4  NISTOBLIB
91 [ Telradecane <n> $§ Tetradecane 198 C14H30  FFNSC13ib
51 [ Eicosane o> §8 Eicosane 282 C20HE2  FFNSCI3lb
o] @ &
Taiget
10(x10.000) Base Peak 57/10,000
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0s]
: “ Il i H‘ i B 162 an 329 a4
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- 2 0 FFNSC1.3lb
T 138 C13HZ60  FFNSCT 3l
Tetradecanal (CAS) Mynstaldehyde S5 Myistyl 212 C14H280  WILEY225.L1
Tetradecaral 212 Cl4H260  NISTZILIB
Tetradecanal 212 ClaHe0  NISTZILIB
TETRADECANAL $§ 212 C14HB0 WILEYZSLI
Tetradecanal $5 Mymstaldehyde SS Mymstyidd 212 C14H280  NISTIOTLIB
Dodecanal <n-> 5 Dodecanal 184 C12H240  FFNSC1 30
Dodecanal 184 C12H240  NIST21.LB
=AY
Target
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78 [ Cycloclasiorane, hexadecamethyl- $3 C16H4808S NIST107.LB
77 [ HEXADECAMETHYLCYCLOOCTASILOXANE 592 C16H4EOB WILEYZ25LI
7 [ Cyclooetasiorane, hexadecamethy- 552 Cl16H4808SI NIST21LIE
0 0
P AN
N sl@s
[N Torget
N | i | P ©5000) Base peak. 73110000
\ 0 ! o / 10810 - -
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e N % 52244 6588.10.10.121214.14.16.16 Hexadecamethylcyclooctasiorane # 33
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a2
i 3 a7 7 415
loxano — 78% . SN U NN PSS DUNP "SR 21 N TN T WS IO A
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Similar] Regi | Compound Name [ Mol Wi[ Formula | Library
80 [~ Tevadecans (CAS)n-Tetradecane 3§ kotetra 198 C14F30  WILEVZZ300
8 [ Octadecans, lchon- SSnOctadecyichiond 268 CIGHIZ  NISTOS.LIB
80 [ Hexadocano, Tiodo-SS Cetliodide SSHexa 352 C16H3A  NISTI07.LB
80 [ Hexadecano, Tchloro-SS Cetylchlorde SSH 260 C16H3AC  NISTOBLIB
Tidecane (CAS) n-Tridecane $5 184 C13H28  WILEY225LI
Heptadecane <n-> $$ Heptadecane 240 C17 H36 5CT.31b
Pentadecane n-> 5 Pentadecane 212 CloHaz  FFNSCI3Ib
79 [ Nenadecane, I<hioro- S5 302 CI9HIKC  NISTIOZLIE
7% [ Hexadecano <> 8 Heradecane 226 Cl6H34  FFNSC13Ib
o| &l &%
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Ed s
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Hit [ Similar] Regi [ Name: [ Mol Wi| Fonmuia [ Library
il % | UNDECANALSS T/ CITHZ20  WILEVZ23 0l
2| 8 [ Tetradecandl 212 C4H80  NIST21.LB
T3 | 88 [ TETRADECANALSS 212 C14HBO  WILEYZS LI
4| 88 [~ Teiradecanal (CAS) Myrisialdehyde 88 Myistl 212 C14H280  WILEY229LI
15 8 6 C ) 08.
IH 88 [ Pentadecana- $§ 226 CI5H300  NISTIO7LIB
88 [ Dodecana <n-> §§ Dodecanal 184 C12H240  FFNSC1.3lb
88 [~ Tetadcanal (CAS) Myisialdehyde S§ Myistyl 212 CT4H280  WILEY225.1
[ ] 88 [ Octadecanal 268 C18H60  NIST21.L1B
o| B &
Taget:
H 1 (x10.000) Base Peak: 57/ 10,000
N ,'J i < i
-~ ~ ~r ~r oe] o %
| H ‘ ‘ B4 1I39M
123 135 52 156 so
el Ul | 1 L i HH‘ \\”\ A T IEF 104 i ; 22
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10,000y Base Peak 52/ 10,000
s
entadecanal — 88% \ L] <L NN
oLl I Il , 1 i 138 182
4 B & 70 3 % 100 110 130 %o 140 150 160 70 180 150 200 20
erzcne, ( C od
Benzene, (1-penyheptyl) S5 Dodecane, Gph BH0  NISTOBLIB
33 [ Benzene, (Tpentyhepty) $5 Dodecane, 6ph 265 C18H3)  NISTIO7LIE
82 [ Benzne (Tpertyhepti- CAS)GPhenvidod 245 CIBH30  WILEY229.LI
82 [ Benzene, (Tpentyheptyl- 245 C18H3)  NIST21.LIB
81 Benzene, (Thexyhepty (CAS) 7PHENYLTR 260 C19H32  WILEY229.L1
31 Benzene, (hexyhepty) S Tidecane, 7phe 260 C1SH32  NISTOSLIB
81 Benzene, (1hexyhepty) SS Tridecane, 7phe 260 CISH32  NISTI07.UB
80 [ Benzene, (Thexytcirodecyl) (CAS) Eicosane, 358 C26H45  WILEY229.LI
0=
Tage
1 (10,000) Base Peak: 91/ 10.000
05+
105 e
55 7 7 23 181 175 3 5
40 S0 &0 70 80 50 100 110 120 130 140 150 1860 170 180 180 200 210 220 220 240
1 245 Benzene, (1-penihept)- (C45) B-Phenyldodecane $5 Dodecane, Ephenyl $§
j q (10,000) -
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; bl = = w9 M e e W
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it | Similar] Regi Name [Mol Wi| Fommula | Ubrary |
T | 9 [ Hepladecans <n> 85 Heptadecans 760 CI7H3%  FRNSCTAD
1 95 [ Eicosane $§nicosane S lcosans # §§ 282 C20H42  NISTOBLIB
72| 95 [ Hepladecane, 2610 15tctmmethyl- S5 26,1 296 C21H4  NISTOSLIB
7 95 [~ Heptadecane, 26.10.154ctamethyi- 5§ 2% C21H44  NISTIO7LIB
54 [ Ocladecane $$ n-Ociadecane 3§ O 254 C18H3t _ NISTI07LIB
94 [ Octadecans (CAS) n-Octadecans $5 254 C18H3B  WILEY229Ll
94 [~ Hexadecane <n-> $§ Hexadecane 226 CI6H34 FFNSC1.30b
%4 [ Tetmiriacontane 88 n-Tetratiocontane $5 478 CUH0  NISTIO7LIB
34 [ Ticosane cn->$$ Trcosane 324 C2IHE  FFNSC13lb
0=
Target
4 gx10.000 Base Peak: 57/10,000
W /\\/\\/\‘\/\\/\/ 1
~ &
05 85
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0 | X e oo
octadecano — 94% bl Ml e T w e e e e o w e
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Hit | Similar] Regi | Name: Wt| Formula | Lbrary
7 @ [ Pentadecand- 55 76 CI5HI0  NSTI07.08
2 8 [ Pentadecand- 26 CISHIO  NISTOBLIB
3 7 [ Teledecanal (CAS) Myrstaldehyde SSMyisl 212 C14H280  WILEY229.LI
1 7 [ Tetredecansl 22 Cl4H20  NIST21LIB
5 87 [~ Tetradecanal > S6 Tetradecanal 212 C14H280  FFNSC1.3lb
5 H ol 0 CI6H3,
H 7 [ Hexadecanal (CAS) PALMITIC ALDEHYDE $ 240 C16H320  WILEY225.L1
[8 | 87 [ Tetradecanal $S Myristaldehyde S Myristyiald 212 C14H280  NISTOBLIB
7 [ Octadecand 268 CI8H30  NIST21LIB
ol &
Target
o 1 pX10.000) Base Peak 57/10,000
e e e e e ¥
0F P N N e TN o8 2
0.57 a1 143
| Il 2
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6:240: Hexadsoanal
B 1.0x10.000) Base Peak: 43/10,000
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Compound Name [Mol W] Formula | Libary |
THeptadecanol SSn Hepladecanol SS Hepla 256 CT7H360  NIST107.U8
1PENTADECANOL $§ 28 CI5HI20 WILEY228.L
1 Pertadesanol 228 C15HI20  NIST21.LIB
Hexadecan .
Heptadecanl <n-> §8 I-Heptadecancl 25 C17H360  FFNSC13ib
Pentadecanol <> 5 Pentadecanol 28 C15HI20  FRNSC13b
THexadecanol (CAS) Cetal $6 Bhal SS Bnol 242 C16H340  WILEY228.U
8 52 Tetradecanol <n-> 8 1-Tetradecancl 214 C14HI00  FRNSC13ib
3 82 [~ nMonadecanol-18§ I-Nonadecanol S§ Nona 284 C19H400  NISTOS.LIB
o] &
Target
1.00€10,000) Base Peak: 55/10,000
p T G
H. g o™ e o
0.5+ 71
m
5 138 196
54 m{ 135 -
aol LU -~ “‘I‘ i |\ : | I L e | it : e e :
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J 1 (x10,000) Base Peak: 43/ 10,000
05 - i
s, 125
hexadecanol — 92% il ol b R e e e
40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150
‘Compound Name [Mol Wi| Formula | Library |
Doliscontane 350 CaHEs  NSIZILB
Tacontane, Torame- 5§ 500 C0HETE  NISTIO7LIE
Tiscontane. Tbromo- S8 1-Bromotiacontane 500 CIHG1B _ NISTOBLIB
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Ocladecyl choride $5 Octadecane, 1 coro- 288 CIBH370  FENSCT3lb
Tetracortane, 3,5 2rmethy- (CAS) 605 C43HES  WILEY2zLl
Telracortane, 35 244rmethyh- 83524 Tim 604 CA3HES  NISTOBLIB
Tetracortane, 3,5 24imethy- $§ 604 C43HEE  NISTIOTLIB
14-BETA-HPREGNASS 14-BETA-PREGN 288 C21H36  WILEY229.L0
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Hit | Similar] Regi | Compound Name [ Mol Wt| Formula | Library
7 % v Telacosans <> §8 Telracosans 3 CAME0  FINSCI I
2 9 [~ Docosane a> 58 Docosane 310 C22HeE  FRNSCT3lb
3 9% [ Heneicosane $S nHenicosane S5 2% C2lH4  NISTIOZLIE
4 9 [ Pentacosans <n-> S Pentacosane B2 C5HEZ  FNSC13lb
5 [~ Heneicosane <> S§ Heneicosanc. 296 C21 Had
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Nonadecane <n-> 85 Nonadecane 268 C19H40  FPNSC1dlib
Tcosane <> §8 Trcosane 324 C23HeE  FANSC13b
Eicosane $5 n-Eicosane §§ lcosane # 5§ 262 C20H42  NISTOBLIB
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