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RESUMO

Os flebotomineos sao insetos dipteros hematofagos, pertencentes a subfamilia
Phlebotominae, responsaveis por transmitirem o protozoério do género Leishmania
(Trypanosomatidae), agente etiolégico das leishmanioses. Estima-se que anualmente
surjam entre 700.000 a 1 milh&o de novos casos ao redor do mundo dessa parasitose.
Durante o ano de 2020, a forma visceral da doenca (LV) esteve presente em 10
paises, totalizando 90% dos casos, dos quais 97% concentrados no Brasil. Em
relacdo a leishmaniose tegumentar (LT), forma mais comum da doenca, estima-se
que 85% dos casos globais estejam concentrados em 10 paises, dos quais, 15.484
sao pertencentes ao Brasil. Uma das abordagens para o monitoramento e/ou controle
dos insetos hematéfagos € o estudo dos compostos organicos volateis (COV)
envolvidos na comunicacdo entre o hospedeiro e 0 inseto, denominados de
cairomoénios. Além disso, tem-se diferencas individuais na composicdo e
concentracdo dos cairomoénios o0 que, consequentemente, influencia na atratividade
dos insetos. Estudos recentes tém apontado que hospedeiros infectados com
parasitas, como Plasmodium spp e Leishmania infantum, podem ser mais atrativos
para os insetos que os nao infectados. Uma hip6tese que explicaria tais alteracfes
no padrao de volateis emitidos é a microbiota da pele, que contém diversas espécies
e cepas de bactérias capazes de produzir mais de 350 compostos volateis diferentes.
O presente projeto teve por objetivo avaliar as alteragdes causadas na microbiota das
patas de hamsters sirios (Mesocricetus auratus) antes e ap0s a infeccdo por L.
amazonensis, assim como o0s volateis produzidos por meio de isolamento e
sequenciamento das bactérias cultivaveis, assim como os volateis produzidos.
Através da biblioteca Blastn (NCBI), foi possivel identificar os géneros das bactérias
cultivadas (Bacillus e Staphylococcus), todas gram positivas. Além disso, foram
realizados ensaios de microextracdo em fase sdlida acoplado a cromatografia gasosa
(CG-EM) para a identificacdo dos volateis produzidos pelas bactérias cultivadas. Em
relagdo aos compostos volateis, foram identificados 46, com destaque para o
ciclooctatetraeno, biomarcador para a bactéria Staphylococcus aureus e piridina-3-
carboxilato de metila, volatil que indicou a presenca de bactérias do género
Mycobacterium, potencial agravadora das lesdes leishmanioticas. Através do
sequenciamento genético confirmou-se a presenca dos géneros Staphylococcus spp.
e Bacillus spp. nos animais saudaveis e infectados, ambos pertencentes a classe
Bacilli. O estudo demonstra, portanto, a associacao existente entre a liberacdo de
diferentes COV a partir de diferentes géneros de bactérias. Além disso, destaca-se a
presenca frequente do género Staphylococcus na pele do hospedeiro, considerada
uma bactéria oportunista, capaz de, ao adentrar o organismo do hospedeiro, criar
biofimes resistentes a acdo de antibidticos. Deste modo, a identificacdo, o
entendimento e a compreensao dos COV emitidos pela microbiota presente na pele
de diferentes individuos se fazem necessérias, uma vez que podem servir como iscas
atrativas passiveis de serem aplicadas no monitoramento ou controle destes insetos.



Palavras-chave: Ecologia quimica; compostos organicos volateis; leishmanioses;
microbiota cutanea; bactérias cultivaveis.

ABSTRACT

Sandflies are bloodsucking dipterous insects belonging to the subfamily
Phlebotominae, responsible for transmitting the protozoan of the genus Leishmania
(Trypanosomatidae), the etiological agent of leishmaniasis. It is estimated that annually
between 700,000 and 1 million new cases arise around the world. During 2020, the
visceral form of the disease (VL) was present in 10 countries, totaling 90% of cases,
of which 97% are concentrated in Brazil. Regarding cutaneous leishmaniasis (TL), the
most common form of the disease, it is estimated that 85% of global cases are
concentrated in 10 countries, with 15,484 in Brazil. One of the approaches for
monitoring and/or controlling blood-sucking insects is the study of volatile organic
compounds (VOCs) involved in the communication between the host and the insect,
called kairomones. In addition, there are individual differences in the composition and
concentration of kairomones, which consequently influence the attractiveness of
insects. Recent studies have shown that hosts infected with parasites, such as
Plasmodium spp and Leishmania infantum, may be more attractive to insects than
uninfected ones. One hypothesis that would explain such changes in the pattern of
volatiles emitted is the skin microbiota, which contains several species and strains of
bacteria capable of producing more than 350 different volatile compounds. The present
project aimed to evaluate the changes caused in the species of bacteria in
Mesocricetus auratus feet before and after infection by Leishmania amazonensis
through the isolation and sequencing of cultivable bacteria. Using the Blastn library
(NCBI), it was possible to identify the genera of the cultured bacteria (Bacillus and
Staphylococcus), all gram-positive. Additionally, solid phase microextraction tests
coupled with gas chromatography (GC-MS) were performed to identify the volatiles
produced by the cultured bacteria. Regarding the compounds, 47 volatile compounds
were identified, with emphasis on cyclooctatetraene, a biomarker for the bacterium
Staphylococcus aureus, and methyl pyridine-3-carboxylate, a volatile that indicated the
presence of bacteria of the Mycobacterium genus, a potential aggravator of
leishmaniasis lesions. Through genetic sequencing, the presence of Staphylococcus
spp. and Bacillus spp. was found in both healthy and infected animals, both belonging
to the Bacilli class. The study therefore demonstrates the association between the
release of different VOCs from different genera of bacteria. Additionally, the frequent
presence of the genus Staphylococcus on the host's skin is highlighted, as it is
considered an opportunistic bacterium capable of creating biofilms resistant to the
action of antibiotics when entering the host's organism. Thus, the identification,
understanding, and comprehension of VOCs emitted by the microbiota present in the
skin of different individuals are necessary since they can serve as attractive baits that
can be applied in the control of these insects.

Keywords: Chemical ecology; volatile organic compounds; leishmaniasis; skin
microbiota; cultivable bacteria.
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1. Introducéo

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por mais de 20 espécies de
protozoarios do género Leishmania (Trypanosomatidae), sendo apenas trés
subgéneros Mundinia, Vianna e Leishmania responsaveis pelas leishmanioses em
humanos (WHO, 2020; ESPINOSA et al.,, 2016). A infeccdo por esse parasita
apresenta registros em 98 paises e estima-se que, anualmente, cerca de um milhdo
de novos casos de leishmanioses sejam documentados, sendo que 0s casos de
mortes provenientes da infeccdo sejam aproximadamente entre 26.000 a 65.000 ao
ano (AKHOUNDI, 2016; WHO, 2020).

Esses protozoarios sdo obrigatoriamente intracelulares, estando presentes nos
vertebrados com duas formas finais: amastigota (dentro das células do sistema
mononuclear fagocitico do hospedeiro vertebrado) e promastigota, no trato digestivo
do vetor invertebrado (LESSA, 2007), sendo que entre elas outras formas
intermediarias podem ser observadas.

As diferentes espécies de Leishmania sdo responsaveis por duas formas
clinicas de doencas, sendo elas, a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose
tegumentar (LT). As espécies Leishmania donovani e Leishmania infantum sao as
responsaveis por causar a LV, doenca que se nao tratada, pode levar a 6bito em 95%
dos casos, com 98% dos casos mundiais concentrados em nove paises, entre eles o
Brasil (WHO, 2019).

Durante a infeccao, as formas promastigotas do protozoario invadem as células
do sistema mononuclear fagocitico e se espalham pelo sistema sanguineo. No interior
das células do sistema mononuclear fagocitico ocorre a modificagdo da forma
promastigota para uma forma arredondada denominada amastigota, responsavel por
manter o ciclo de infeccdo. De maneira geral, a leishmaniose visceral caracteriza-se
por causar, principalmente, hepatoesplenomegalia, perda consideravel de peso e
anemia (STEVERDING, 2017).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) divide-se em trés formas: cutanea
localizada (CL), cutanea difusa (CD) e mucocutanea (MC). A forma CL caracteriza-se
pela presenca de lesdes e Ulceras na pele, deixando cicatrizes permanentes,
enquanto que a CD se diferencia pelo desenvolvimento de multiplos nodulos, sem a

presenca de Ulceras, que progridem lentamente por toda a extensdo do corpo. Na
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forma MC ocorrem metastases para as mucosas, que podem causar a destruigcéo total
ou parcial da boca, nariz e garganta (STEVERDING, 2017).

A LT é aforma mais comum e a estimativa € de que 70 a 75% dos casos globais
estejam concentrados em 10 paises (AKHOUNDI, 2016), sendo 15.484 casos
pertences apenas ao Brasil (WHO, 2020). Esses protozoarios sédo divididos pela
regido a que pertencem, sendo L. tropica, L. major, L. aethiopica, pertencentes a
regides dos continentes da Europa e Asia, portanto, originarias do Velho Mundo. Nas
Américas se concentram aquelas denominadas Leishmania do Novo Mundo, e as
espécies responsaveis pelo desenvolvimento das infeccbes no Brasil sdo: L.
braziliensis, L. guyanensis, L. amazonensis L. lainsoni, L. naiffi, L. lindenberg e L.
shawi (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

1.1 Flebotomineos e cairoménios em hospedeiros infectados

A transmisséo das leishmanioses ocorre, de maneira geral, por meio da picada
do inseto hemato6fago flebotomineo (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae). O inseto,
menor que 5 mm, possui 0 corpo coberto por cerdas e enquanto descansa suas asas
se mantém erguidas. Por se tratar de um holometébolo, o inseto passa pelas fases de
ovo, quatro estadios larvais, pupa e adulto. Durante o desenvolvimento larval, a
alimentacdo do vetor ocorre por meio de matéria organica em decomposicéo e se
desenvolvem em ambientes Umidos de dificil localizacdo, podendo ser cavernas,
dentro de troncos e raizes (KILLICK-KENDRICK et al, 1999). Tanto os machos quanto
as fémeas utilizam como fonte alimentar aclcares vegetais, contudo, as fémeas
necessitam de sangue tanto para sua alimentacao quanto para realizar a maturacao
de seus ovos (BRAZIL et al., 2015).

Uma das abordagens de pesquisa no entendimento das relagbes parasita-
hospedeiro em insetos hematéfagos baseia-se no estudo da comunicagcdo quimica
existente entre os mesmos. Os sinais quimicos volateis sdo detectados por insetos
hematofagos através de um sistema olfativo altamente desenvolvido. Esses volateis
sdo divididos em duas classes: intraespecifica, chamados de feromonios, e
interespecificas, chamados de aleloquimicos (LAW, 1971; MCCALL; CAMERON,
1995). Dentro da classe dos aleloguimicos destacam-se 0s cairomOnios, que Sao
volateis liberados por uma espécie emissora e que favorecem uma outra espécie

receptora do sinal (BROWN, 1970). Nesse caso, o hospedeiro produzira 0s compostos
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e, a partir desses sinais, o inseto hematéfago os utilizardo para se localizarem,
realizando assim a alimentac&o sanguinea (ZARBIN, 2009; TAVARES, 2016).

A identificacdo desses compostos orgéanicos volateis (COVs) é importante para
o desenvolvimento de iscas atrativas com a finalidade de monitoramento e/ou controle
desses insetos, especialmente em areas endémicas da doenca onde os vetores
encontram-se presentes em maior densidade (LOGAN; BIRKETT, 2007).

Estudos envolvendo cairomdnios também tém sido desenvolvidos tendo em
vista uma abordagem epidemioldogica da transmissdo de patdgenos. Para alguns
parasitas, ja foi demonstrado que os compostos volateis liberados por hospedeiros
infectados sédo diferentes daqueles nao infectados, levando a uma maior atracdo dos
insetos hematdfagos por tais hospedeiros. Diferentes espécies de culicideos
transmissores da maléaria apresentaram maior atratividade por hospedeiros infectados
com Plasmodium spp. (BATISTA; COSTA; SILVA, 2014; CORNET et al., 2013; DE
MORAES et al.,, 2014; LACROIX et al.,, 2005). Aléem da diferenca dos volateis
presentes em camundongos infectados e né&o infectados, constatou-se que a
presenca do Plasmodium na fase de gametdcito, no hospedeiro infectado, aumenta
ainda mais a atratividade dos insetos por esses hospedeiros (BATISTA; COSTA,
SILVA, 2014; DE MORAES et al., 2014; LACROIX et al., 2005).

Em estudos com seres humanos infectados com Plasmodium, também foi
observada maior atratividade para os insetos e foram observadas diferengas tanto na
natureza, quanto nas concentracfes de compostos emitidos entre o grupo infectado e
nao infectado, sendo que os aldeidos: heptanal, octanal e nonanal foram encontrados
em maior quantidade nos individuos infectados (ROBINSON et al 2018). Dentro dessa
area de estudos para Plasmodium e atratividade em humanos, destaca-se a alteracéo
de volateis produzidos pela microbiota da pele, tais como 2-metilbutanal e 3-
metilbutanal, cujas quantidades foram aumentadas apos a infeccdo dos individuos
(BOER et al., 2017).

Para flebotomineos, ha evidéncias de que espécies de Leishmania sejam
capazes de influenciar na quantidade de sangue a ser ingerida e a frequéncia de
alimentacdo sanguinea dos insetos gerando, portanto, um aumento na taxa de
transmissdo (ROGERS, 2012; ROGERS; BATES, 2007). Entretanto, os relatos da
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literatura apontam diferencas nas respostas atrativas dos insetos com relacédo as
Leishmania spp. envolvidas na leishmaniose visceral e tegumentar.

Entre esses relatos, destacam-se dois estudos que avaliaram a resposta
atrativa de hamsters infectados ou ndo com L. infantum, agente etiolégico da
leishmaniose visceral, apontando que os flebotomineos da espécie Lutzomyia
longipalpis apresentaram preferéncia pelos animais infectados (NEVATTE et al., 2017;
O’SHEA et al., 2002). Em ambos os estudos citados, os compostos volateis emanados
nao foram identificados. Ao se avaliar as amostras de pelos de cées infectados
(assintomaticos e sintomaticos) ou nao por L. infantum, seis compostos volateis foram
identificados e considerados potenciais biomarcadores de infeccdo pelo parasita
(MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014). Cées infectados com L. infantum também foram
mais atrativos para a espécie de flebotomineo Phlebotomus perniciosus presente em
areas do Mediterraneo (CHELBI et al., 2021).

Com relacéo a L. braziliensis, agente etiolégico da leishmaniose tegumentar, o
mesmo padrdo nado foi encontrado quando se avaliou a infec¢cdo de camundongos e a
atracdo de flebotomineos da espécie Nyssomyia neivai. No referido estudo, os
flebotomineos ndo foram mais atraidos pelos camundongos infectados e ndo foram
encontradas diferencas na producédo de volateis por tais animais (DA ROCHA SILVA
et al., 2019).

A espécie L. amazonensis é um importante alvo de estudo por ser capaz de
manifestar mais de uma forma clinica da LT no organismo hospedeiro, desde a
cutanea localizada até a difusa (ABADIAS-GRANADO, 2021; ANVERSA, 2018). Em
um experimento piloto, realizado com trés hamsters infectados com L. amazonensis,
houve maior taxa de alimentacdo de flebotomineos da espécie L.
longipalpis (populacdo com feroménio 9-metilgermacreno) nestes animais apos a
infeccdo (Comunicacéo pessoal Dra. Mara Cristina Pinto). Entretanto, quando esse
teste foi repetido com outros dez hamsters, mas com a populacdo de L. longipalpis,
que apresenta o feromonio cembreno 1, esse fendbmeno nao foi observado (DA
ROCHA SILVA et al, 2022).

1.2 Microbiota e cairomonios
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O padréo de contato entre insetos hemat6fagos e hospedeiros demonstra-se
nao homogéneo dentro da populacdo de hospedeiros; sendo alguns individuos mais
atrativos para os insetos que outros (KELLY, 2001).

Em estudos comportamentais com An. gambiae e seres humanos, demonstrou-
se que embora as pistas visuais e fisicas desempenhem um papel importante de
busca do inseto por hospedeiros, as pistas quimicas, ou COVs emanados sao
essenciais no encontro da fonte sanguinea (VERHULST, 2009). Uma comparacao dos
perfis de odores de humanos com diferentes niveis de atratividade para os mosquitos
foi realizada, o que contribuiu para elucidar o comportamento de busca dos insetos,
identificando os cairoménios como a principal fonte de procura para o hospedeiro
(QIU, 2006).

A microbiota da pele desempenha papel importante na producdo de odores
corporais humanos e, sem bactérias o suor humano € inodoro. Algumas linhagens de
bactérias presentes na microbiota sdo capazes de produzir até 60 compostos volateis
diferentes, sendo o perfil de odor humano constituido por mais de 350 compostos.
Deste modo, as diferencas na producéo de odores dos pés dos humanos, podem ser
fortemente explicadas pelos diversos volateis produzidos pela microbiota dessa
regido. Assim, se 0 hospedeiro € selecionado a partir da composicédo das espécies,
metabolismo e densidade da microbiota de sua pele, entdo a mesma tera um impacto
indireto na quantidade de picadas por individuo e no risco de infeccdo (VERHULST,
2009).

1.3 Microbiota cutanea

7 7

A pele humana é o maior 6rgdo do corpo humano e é responsavel
principalmente por atuar como barreira fisica contra agentes infecciosos e substancias
toxicas, além de exercer protecdo contra os raios solares ultravioleta, dentre outras
fungbes (FIROOZ, 2011) como regulagéo térmica e sintese de vitamina D quando
exposta ao sol. Deste modo, a microbiota cutdnea humana possui como funcao clinica
a ocupacao de varios habitats; o que dificulta a colonizacdo por microrganismos
oportunistas ou patogénicos.

Grande variedade de microrganismos como virus, fungos e bactérias habitam
tanto a parte interna quanto externa do corpo humano. Tais organismos se organizam

em complexas comunidades e utilizam secre¢des e nutrientes do corpo humano. O
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microbioma é definido pelo conjunto desses microrganismos e sua composi¢do do
metabolismo depende de organismo para organismo. Compondo o microambiente
estdo glandulas sebaceas, sudoriparas, foliculos capilares e as camadas dermais, 0
gue contribui para a diferenciagcdo de populagéo bacteriana em cada parte do corpo
(CUNDELL, 2018).

Em sua totalidade, a superficie epitelial, incluindo foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas, apresenta uma extensao de até 30m2. Sabe-se que o tamanho de tal
populacdo € dez vezes maior que as células presentes no corpo humano,
aproximadamente 10! bactérias (VIEIRA, L. Q, 1988; PARLET, 2019), pertencentes
a 19 filos diferentes, dentre os quais destacam-se: Firmicutes, Proteobactérias e
Bacteroidetes. Tais bactérias encontram-se distribuidas em diferentes proporcdes de
acordo com as areas e camadas do corpo, sendo as mais comuns as bactérias
pertencentes aos géneros Propionibacterium, Corynebacterium, Staphylococcus e
Streptococcus (DOMENICO et al, 2019).

A colonizacéo da pele acaba por ser impactada pela quantidade de glandulas
sudoriparas presentes, visto que as mesmas secretam varios peptideos
antimicrobianos (AMPs) para o controle da microbiota. As glandulas sebéceas se
conectam aos foliculos capilares para formar os foliculos pilosos e quando ocorre a
guebra do sebo ha a liberacdo de acidos graxos que atuam no controle da colonizacao
microbiana juntamente com derivados de sebdcitos chamadas catelicidina, b-
defensinas e histonas antimicrobianas. Contudo, alguns anaerobios facultativos como
a espécie Propionibacteria acnes € capaz de se desenvolver na glandula sebacea
devido a capacidade de liberacdo de proteases e lipases que favorecem a aderéncia
na pele. As bactérias do género Corynebacterium, por exemplo, adaptaram-se para
habitar locais Umidos, utilizando o estrato cérneo e lipidios sebaceos para a geracao
de produtos que revestem sua superficie celular (LUNJANI, 2019). Maior abundéancia
de B-proteobactérias, Flavobactérias e outras bactérias gram-negativas podem ser
encontradas em lugares mais secos do corpo humano, como por exemplo, palma,
antebraco e nadega (JOHNSON, et al. 2018).

As bactérias do género Staphylococcus sdo gram positivas e colonizam a
membrana mucosa e, assim como propionibactérias, as glandulas de mamiferos,
entre eles o humano. Dentro desse género, as estafilococos de coagulase negativa

(CONS) representam a maioria dos colonizadores, conhecidas por competirem com
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Staphylococcus aureus, que pertencem ao grupo coagulase positiva pelo mesmo
nicho. Esta bactéria encontra-se presente em 30% da populacdo humana sem
apresentar manifestacdes clinicas e é responsavel por 76% das infec¢cdes de pele
consideradas leves (PARLET; BROWN; HORSWILL, 2019).

Quando determinada regido da pele € lesionada, a invasao e a colonizagéo
desta e de regides proximas a lesdo por microrganismos externos é facilitada, dada a
exposicdo das camadas mais internas da pele, proporcionada pela lesdo. Tal fato
possui direta ligacdo com o processo de cicatrizagdo e em casos como 0s da
leishmaniose cutanea, possibilita o retardamento dos processos de cicatrizagdo. Além
disso, existem fatores responsaveis pela variacdo de numero geral e composicao da
microbiota da pele de cada organismo, o que acarreta diferentes respostas dos niveis
de desenvolvimento da doenca, tais como: regido da pele, pH, composicéo de acidos
graxos, nivel de umidade, género, localizacdo geogréfica, tratamento com antibidticos,
idade do individuo e estado de saude (VIEIRA, et al. 1988).

Em estudo realizado com camundongos livres de micro-organismos (VIEIRA,
1988), apenas um em cada doze animais injetados com L. amazonensis desenvolveu
uma pequena lesdo em comparagdo com 0S controles convencionais que
desenvolveram Ulceras agressivas. Contudo, quando analisado o tecido em busca de
parasitas, foi observada grande quantidade de macréfagos infectados em animais
livres de micro-organismos e convencionais; mas o0s tecidos dos animais
convencionais geraram uma resposta inflamatéria muito maior e necrose. Quando
estudado a fundo o motivo, observou-se que os padrdes de resposta inflamatdria eram
diferentes entre os animais livres de micro-organismos e animais convencionais
(VIEIRA, et al. 1998).

O conceito de pan-microbioma sugere que membros da microbiota cutanea
humana variam entre paises. Essa diferenciacdo de padrées de microbiota, incluindo
nos comensais, podem afetar o progresso na cicatrizacao de feridas e tratamentos
subsequentes (LEUNG; WILKINS; LEE, 2015).

A infeccéo bacteriana pode ser identificada com base na anélise da presenca
de sinais classicos tais como cicatrizacdo lenta da Ulcera (haja vista que existem
bactérias que produzem biofilmes ocasionando essa situac¢ao), odor fétido, surgimento
de secrecdo purulenta seguida de dor, elevacdo de temperatura, tecido facilmente
sangrante e aumento no tamanho da lesdo (LANDIS, 2008) através da liberacéo de
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superantigenos que causam uma ativacdo mais robusta do sistema imune (JOHNSON
et al, 2018).

Ainda com relacdo as infeccbes bacterianas associadas aos casos de
leishmaniose cutanea, estudos apontam que a associa¢do de métodos de cultura aos
métodos moleculares fornece melhores resultados quando se deseja realizar a
caracterizacdo da diversidade microbiana presente nas infeccbes (FRANK et al,
2009).

Sabe-se também que a utilizacdo de fitas estéreis para realizar a amostragem
das bactérias presentes na epiderme € uma técnica simples que possibilita a obtencéo
de maior nimero de bactérias, quando comparada ao método swab, fatores estes que
justificam a preferéncia por tal metodologia (KAZUHIRO et al, 2018). Entretanto, ndo
h& estudos que tenham identificado os volateis emitidos em lesbes causadas por
Leishmania e infecgbes bacterianas associadas, utilizando fitas estéreis para a

obtencéo das amostras.

1.4 Identificacdo de volateis

Uma das formas de identificacdo de volateis é através da utilizacdo da
microextracdo em fase solida (Solid Phase Microextraction — SPME), técnica utilizada
para amostragem, associada a detectores de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometro de Massas (CG-EM), onde o CG sera responsavel pela separagédo dos
analitos enquanto a deteccéo e identificacdo ocorre pelo EM. Devido a praticidade de
nao envolver o uso de solventes para a extracdo das amostras volateis, o SPME
diminui o tempo de preparo das amostras, além de aumentar a sensibilidade das
andlises (VALENTE, 2000). A técnica, que foi inicialmente utilizada para a analise de
poluentes atmosféricos (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990), é efetuada através de uma
fibra de silica protegida por um tubo hipodérmico e presa a um émbolo, sendo
recoberta na extremidade por um polimero. Tal polimero € responsavel por adsorver
0S compostos volateis presentes na amostra, sendo exposto somente no momento da
extracdo da amostra e da inje¢cdo no cromatografo para analise (Figura 1) (VALENTE,
2000). As fibras de SPME encontram-se disponiveis comercialmente, podendo
apresentar diferentes polimeros como revestimento, cada um com caracteristicas
distintas (SHIREY, 2012; SUPELCO, 2018a).



20

Figura 1: Dispositivo geral utilizado em SPME
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Fonte: SHIREY RE, 2012 (Adaptado).

Pode-se obter os compostos da amostra através de extracdo direta ou
headspace. Por extragéo direta, coloca-se a fibra em contato direto com a amostra,
ao passo que na extracdo por headspace, os volateis sdo extraidos do espaco que
existe entre o local onde a fibra é inserida e a amostra (PAWLISZYN, 2012). A técnica
tem sido aplicada em diferentes estudos tais como: produtos naturais (STASHENKO;
MARTINEZ, 2007), pelos de cédes (DE OLIVEIRA et al., 2008; MAGALHAES-JUNIOR
etal., 2014), urina de camundongos (KWAK et al., 2009) e inclusive de seres humanos
(DORMONT et al., 2013; DORMONT; BESSIERE; COHUET, 2013; GALLAGHER et
al., 2008).

Em estudo utilizando a técnica de CG-EM foi possivel identificar compostos
volateis extraidos de placas com meio agar sangue cultivados com bactérias da
espécie S. epidermidis, além de espécies aerbbicas de Corynebactéria e
Propionibactéria (VERHULST, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Um dos aspectos da relacdo parasita-hospedeiro, que vem sendo mais
recentemente abordados, investiga 0s compostos organicos volateis (COVS)
produzidos diferencialmente pelos hospedeiros infectados e o quanto esse fendmeno
altera a atratividade para os vetores. Os estudos dessa area existentes para
flebotomineos sdo ainda incipientes e parecem indicar que diferentes espécies de
Leishmania podem também afetar diferentemente a atratividade dos hospedeiros para
os flebotomineos.

Para L. braziliensis, espécie responsavel pela leishmaniose tegumentar, um
trabalho recém-publicado ndo mostrou aumento na atratividade dos camundongos
infectados para os flebotomineos da espécie Ny. neivai (DA ROCHA SILVA et al.,
2019).

No modelo animal escolhido (Mesocricetus auratus) e em camundongos
BALB/C, o aspecto clinico da lesdo causada pela L. amazonensis difere fortemente
da lesdo causada pela L. braziliensis. Em ambos modelos animais ocorre o processo
de formacao de uma lesao ulcerada, sendo que para a primeira é mais agressiva, 0
que propicia o aparecimento de infec¢des bacterianas secundarias.

Devido a essas caracteristicas da forma clinica da infec¢éo por L. amazonensis,
levantou-se a hipétese de uma possivel alteracdo na microbiota presente na regiao
ulcerada, que alteraria a producdo de volateis e, consequentemente, a atratividade
para os flebotomineos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar as alteracfes causadas na microbiota das patas de hamsters sirios
(Mesocricetus auratus) antes e apés a infec¢do por L. amazonensis, assim como 0s

volateis produzidos.

3.2 Objetivos especificos
+ Isolar em meio de cultura as bactérias cutaneas presentes nas patas de hamsters
sirios antes e apoés a infeccdo com L. amazonensis.
+ Identificar as bactérias cultivaveis de hamsters antes e apds a infeccdo com L.
amazonensis.
» Extrair e identificar os compostos volateis de bactérias cultiviveis em patas de

hamsters antes e apés a infeccdo com L. amazonensis.
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4. MATERIAL E METODOS
Para a realizacdo do presente estudo, algumas etapas foram idealizadas para
a obtencéo das fitas contendo material necessario para sequenciamento de bactérias

cultivaveis (Figura 2).

Figura 2: Fluxograma delineado para as etapas do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora

4.1 Parasita
A cepa de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) utilizada no presente estudo
para a infeccdo dos hamsters foi inicialmente isolada de flebotomineos da espécie
Lutzomyia flaviscutellata, e é mantida no Laboratério de Estudos de Biologia da
Infeccéo por Leishmania (LEBIL) do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP) pelo Prof. Dr. Danilo Ciccone Miguel.

4.2 Modelo animal e infeccéo
Como modelo animal foram utilizados 6 hamsters sirios machos (Mesocricetus
auratus), antes e apos a infeccdo com L. amazonensis, obtidos da empresa ANILAB
(ANIMAIS DE LABORATORIOS CRIACAO E COMERCIO LTDA EPP — Paulinia/SP).
Os testes foram realizados com hamsters infectados por L. amazonensis,
inoculados com 50 uL de uma solugéo de PBS contendo 2x10° promastigotas em fase
estacionaria, na regido plantar da pata posterior esquerda com o auxilio de uma
agulha de insulina de 50 pL. Uma vez infetados, os hamsters foram transferidos para

o Biotério do Departamento de Ciéncias Biolégicas da FCFAr/UNESP.
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Para a realizacdo dos testes, os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal, de acordo com a massa corporal de cada animal, com uma dose
composta por ketamina 10% (120mg kg-1) + xilazina 2% (5mg kg-1) (ERHARDT et
al., 1984).

O estudo realizado apresenta a aprovacéo realizada pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da FCFAr/UNESP através do Protocolo CEUA/FCF/CAr n°
16/2018.

4.3 Amostragem das bactérias da epiderme, isolamento e estocagem
Para se obter o material para sequenciamento e avaliacdo de volateis liberados,
utilizou-se a amostragem das bactérias pelo método da fita adesiva, descrito por
Updegraff (1967) e Langen Asschenfeldt (2011), que se deu através da aplicacao e
remocdo de uma fita estéril de 2 centimetros de largura por 2 centimetros de
comprimento na planta da pata do hamster, durante um minuto. A fita foi retirada da
pele com uma pinca estéril e aplicada sobre placas de Petri individuais contendo meio

de cultura néo seletivo Brain Heart Infusion (BHI) (Figura 3).

Figura 3: Fita colada na planta do pé da pata esquerda do hamster antes (A) e ap6s a infeccéo por L.
amazonensis (B).

Fonte: Elaborado pela autora

Assim, as patas posteriores direitas ndo foram infectadas pois foram utilizadas
como controles individuais de cada camundongo de uma pata sem a presenca do
parasita, além disso, a pata direita do animal, precedendo a infec¢éo, foi amostrada
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como controle negativo. Pata esquerda foi a varidvel de infeccdo. As amostras
obtidas das patas dos animais foram utilizadas para a realizacdo do cultivo das
bactérias coletadas e para os testes moleculares subsequentes. A seguir estao
apresentadas as trés situacdes nas quais o material foi coletado:

1) Amostra da pata direita antes da infec¢éo (PC);

2) Amostra da pata esquerda infectada (Pl) com a presenca de Ulcera (cerca de 40
dias apos infeccéo);

3) Amostra da pata direita do animal ja infectado, porém, sem a presenca de edema
ou Ulcera (PNI).

Nos animais 4, 5 e 6, sob as condi¢cdes Pl e PNI, foi possivel isolar e manter
duas diferentes colbnias de bactérias, levando, ao sequenciamento e a analise dos
volateis de Pla-Plb e PNla-PNIb. As siglas minUsculas — a, b — se referem a duas
coldnias diferentes isoladas da mesma condigéo.

Frascos contendo o meio agar BHI foram inoculados com as fitas utilizadas
para amostragem das patas dos animais através do contato destas com o meio
durante um minuto, e incubados a 37 °C por 48 horas. Apés este periodo as colénias
bacterianas foram separadas de acordo com suas morfologias e coloracao,
prosseguindo para a etapa de isolamento em novas placas de Petri com meio de
cultura BHI. As coldnias isoladas foram cultivadas em frascos de vidro contendo 10mL
de caldo BHI, a fim de se proporcionar um maior crescimento destas. Parte deste
material foi transferido para tubos de centrifugacao estéreis contendo 5 mL de glicerol
e armazenados em — 80 °C.

Apos a infeccdo dos hamsters com L. amazonensis, realizou-se semanalmente
0 acompanhamento do peso dos animais, assim como a avalia¢ao do sitio de infeccéo
da pata inoculada, observando-se o aparecimento de edema advindo da fase

assintomatica e o surgimento de Ulcera que surge durante a fase sintomatica.

4.4 Caracterizacdo morfologica dos isolados bacterianos
A fim de se garantir o isolamento das bactérias obtidas através da extragdo com
fita adesiva, foram realizados 3 repiques. Assim, seguindo as recomendacoes

oferecidas pelo Manual® of Systematic Bacteriology (GARRITY et al. 2004) a

caracterizacdo morfolégica ocorreu por coloracdo, elevacdo da borda, brilho e

formato.
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4.5 Amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA para identificacao

das bactérias isoladas

Antecedendo-se a etapa de extracdo do DNA gendmico, as bactérias foram
cultivadas, por 24 horas, em placas de Petri contendo agar BHI e, ao final, uma colbénia
foi transferida, com auxilio de uma alga bacteriana, para tubo eppendorf contendo 200
pL de agua ultrapura autoclavada. A mistura foi homogeneizada e passou por um
choque térmico por meio da elevacao de sua temperatura incubando-as a 96°C, por
10 minutos, seguido de banho de gelo por mais 10 minutos. As solu¢des contendo o
material extraido foram armazenadas a - 20°C. O volume final de reacdo para a

realizacdo da PCR foi de 25 pL, cujos componentes estéo descritos (Tabelal).

Tabela 1: Reagdo de PCR para identificagdo gen6mica de bactérias

MIX 1X
Gotaq colorless 12,5 pL
Primer F 16S08 1,0 uL
Primer R 16S08 1,0 pL
Agua ultrapura 8,5 uL

DNA 2 UL

Total 25 pL

Fonte: Arruda, 2017.

Os iniciadores apresentados na tabela 2 descrevem regides conservadas do
gene ribossomal 16S de bactérias. Os produtos gerados para a amplificacdo dos loci

foram de aproximadamente 700 pares de bases.

Tabela 2: Iniciadores escolhidos para a amplificacdo das bactérias

Primer Sequéncia5'n 3'
16S08 F GYCCADACWCCTACGG
16S08 R CACGAGCTGACGAC

Fonte: Arruda, 2017.
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O material foi amplificado utilizando-se termociclador. A etapa de extensao
inicial ocorreu a 94°C, por 7 minutos, seguida de 30 ciclos a 94°C por 45 segundos. A
etapa de anelamento ocorreu sob 50°C (30 segundos) e 72°C (60 segundos), seguida
da etapa de extensao final (72°C, 10 minutos). Os fragmentos amplificados foram
purificados com o kit de Purificagcdo de DNA (Cellco) seguindo as etapas descritas
pelo fabricante. As analises quantitativas das amostras foram realizadas por
densidade Optica e espectrofotometria (NanoDrop MDn1000 UVnVis) a fim de realizar
a padronizacdo do célculo das diluicdes das concentracbes de DNA para
sequenciamento do amplicon em sequenciador automatico Sanger (Modelo: ABI 3500
— Applied Biosystems).

Para as etapas de sequenciamento foram utilizados os kits Terminator e X-
Terminator da Thermofisher e as etapas seguiram a recomendacdo da fabricante
(Tabela 3).

Tabela 3: Condi¢bes para o PCR de sequenciamento do genoma bacteriano

N° de Ciclos Temperatura (°C) Tempo (Mminutos)
1x 96 1
96 10
25X Tm do primer (55) 5
60 4
1x 60 5
1x 4 1

4.6 Identificacdo dos volateis produzidos em placas e nos meios de cultura
bacteriana por microextracdo em fase sélida e cromatografia gasosa

O sistema de microextracdo em fase soélida acoplado a cromatografia gasosa
(CG-EM) foi utilizado para a extracdo e identificacdo dos volateis liberados pelas
bactérias presentes nas placas e no meio de cultura durante testes iniciais.

As placas cultivadas antes e apds a infeccdo com L. amazonensis foram
colocadas isoladamente em um recipiente de vidro fechado, com uma entrada onde a
fibra de SPME composta por polidimetilsiloxano/divinilbenzeno de 65um (PDMS/DVB
— 24 Ga Pink) foi inserida (Figura 4).
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Figura 4: Teste de adsorcao de volateis liberados pelo meio contendo bactérias. (A) placas utilizadas
para a conducéo dos ensaios (B) fibras de SPME expostas para adsorcdo os volateis em recipientes
que continham as placas controle e tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os COV’s foram extraidos dos tubos contendo meio de cultura BHI e as
bactérias obtidas a partir das Ulceras dos animais infectados. Foram utilizadas quatro
fibras, sendo duas delas fibras controle e as demais, fibras testes. Foram testados
diferentes tempos de exposi¢éo das fitas (1 hora e 3 horas), a fim de se descobrir qual
o melhor tempo para adsorcdo dos volateis liberados pelas bactérias cultivadas
(Figura 5).
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Figura 5: Fibras de SPME utilizadas para adsorgdo dos volateis expostas ao meio de cultivo de
hamsters infectados.

~
-
1

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a identificagdo dos compostos a partir dos isolados bacterianos cultivados
em caldo BHI, as fibras foram retraidas e inseridas no injetor do cromatografo gasoso
acoplado ao espectrometro de massas (Shimadzu CG-EM QP2010 Plus).

Apesar de 0os compostos volateis serem dessorvidos apds segundos, optou-se
por manter a fibra por 5 minutos a 240 °C sob fluxo de gas de arraste em modo splitless
(He 0,7 mL min't) e separados na coluna cromatografica RTx5MS (30m x 0,25mm;
0,25um - 0,25um - fase de baixa polaridade; silica fundida 5% difenil/95%
dimetilpolissiloxano) (VALENTE, 2000). Ajustou-se em 250°C a temperatura da fonte
de ions e da interface, com varredura de espectros de 40 a 400 m/z, 70 eV foi referente
ao impacto de ionizagéo.

As analises realizadas através do CG-EM ocorreram no Laboratério de Ensino
e Pesquisa Analitica do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de S&o
Paulo, Campus Matéo (IFSP Maté&o), sendo possivel através da parceria o Prof. Dr.
Christian Davis Tosta.

Para analisar os cromatogramas obtidos, identificando-se, portanto, os picos
de COV, as bibliotecas NIST 08, NIST 98v101, Wiley MS 229 e FFNSC 1.3 foram
consultadas e a porcentagem de similaridade considerada foi acima de 75%. Além
disso, considerou-se os célculos realizados com os indices de retencédo (IR) de cada

composto, gerado através dos tempos de retencdo de uma mistura comercial de n-
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alcanos (C8-C20) submetida a andlise sob as mesmas condi¢bes cromatograficas das
amostras.

Deste modo, a comparacao entre os IRs calculados com os dados presentes em
bases de dados da literatura: <https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/> e
http://www.odour.org.uk/Iriindex.html> levaram a identificacdo dos indices de retencéo

de cada pico gerado nos cromatogramas das amostras. Através das areas relativas
dos picos dos volateis identificados, foi realizada analise dos componentes principais
(Principal Components Analysis - PCA) (Past 4.10 ®).

5. Resultados e Discusséao
5.1 Padronizacdo da obtencéo das bactérias e isolamento

A fim de se estabelecer a melhor maneira de obtencéo das bactérias cultivaveis
a partir da microbiota cutdnea dos hamsters, foram realizados testes para a
padronizacdo da amostragem. A amostragem das bactérias, quando realizada por fita
adesiva comum (figura 6A) possibilita que as bactérias cresgam ocupando maior area
da placa de Petri, enquanto a amostragem por haste flexivel (figura 6B) resulta em
cultivo mais aglomerado das células bacterianas, dificultando assim seu isolamento,
uma vez que a separacao por coloracédo e morfologia se torna prejudicada. Em razao
disso, optou-se pela amostragem utilizando—se fita adesiva comum. Além disso, o
estudo descrito por UPDEGRAFF (1967) relata que o uso da fita adesiva como método
de obtencéo de colbnias de bactérias epidérmicas é mais efetivo, uma vez que permite
a obtencdo de colbnias bacterianas presentes no estrato cérneo, resultando em um
maior niumero de col6nias por area. Mais recentemente, Ogai (2018) relata em seu
estudo que o numero de colbnias cultivadas coletadas pelo método de remocao de
fita foi significativamente maior do que as coletadas pelo método em condi¢cdes

aerobicas.


http://www.odour.org.uk/lriindex.html
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Figura 6: Crescimento de bactérias obtidas por fita (A) e por haste flexivel (B).

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma vez padronizada a técnica de amostragem das patas dos hamsters, partiu-
se para o cultivo e isolamento propriamente dito das bactérias cultivaveis. A figura 7
representa as bactérias cultivaveis provenientes das patas esquerda e direita do

hamster 1.

Figura 7: Imagem de representagéo das bactérias obtidas. Isolados bacterianos obtidos a partir do
hamster 1 infectado com L. amazonensis. (PI) Placa com bactérias obtidas da pata posterior
esquerda do animal com Ulcera; (PNI) da pata posterior direta sem a presenca de sitio de infec¢éo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma vez obtidas as bactérias cultivaveis provenientes das patas dos 6
hamsters, passou-se entdo para a etapa de isolamento de cada uma destas, em meio
Brain Heart Infusion (BHI). Para a realizacdo dessa etapa, optou-se pela técnica de
semeadura de esgotamento em estrias (Figura 8) para um maior espacamento das
unidades formadoras de colbnia, a fim de se tornar possivel a analise e comparacao
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das caracteristicas morfoldgicas. O repique foi realizado por trés vezes para obter

sucesso no isolamento.

Figura 8: Representagdo de amostra isolada por método de esgotamento proveniente do sitio de
infeccé@o da pata esquerda do hamster 1 (PI).

Fonte: Elaborado pela autora.

Apés o isolamento das bactérias, essas foram cultivadas em caldo de
enriquecimento nao seletivo Brain Heart Infusion (BHI) a fim de se aumentar a
concentracdo das bactérias isoladas. No total foram isoladas 24 coldnias bacterianas
dos 6 animais nas trés condigbes trabalhadas (item 4.3). Em seguida, os isolados
bacterianos foram armazenados em -80°C com glicerol a 50% para as analises que
ocorreram posteriormente de extracdo de volateis e Sequenciamento Sanger.

As imagens presentes no item 10 (Apéndice B) ilustram o isolamento das amostras
obtidas separadamente.

5.2Sequenciamento Sanger das bactérias cultivaveis

Das 24 colbdnias bacterianas obtidas, foi possivel realizar o sequenciamento de
20 delas (Tabela 4) e através do resultado bruto do sequenciamento, chegou-se a
nivel de género (Tabela 5). Os géneros alcancados foram Bacillus sp. e
Staphylococcus sp.
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Tabela 4: Resultados obtidos com os produtos de PCR dos isolados bacterianos através do
espectrofotdmetro UV-Vis NanoDrop. As siglas H1, H2, H3, H4, H5 e H6 sé&o referentes aos hamsters
gue deram origem aos isolados bacterianos nos quais as bactérias foram sequenciadas. Condigéo:
Situagdo em que a pata do animal se encontrava quando foi realizada a amostragem da pele. PC:
referente ao isolado bacteriano obtido através da pata direita do animal saudavel; PNI: amostra obtida
através da pata direita do animal infectado; Pl: amostra obtida através do sitio de infeccéo localizado
na pata esquerda.

N Condicao da pata | Concentracdo (ng/uL) ' Relacdo A260nm/A280nm Relacdo A260nm/A230nm
PC 135 1,84 2,01
H1 Pl 146,6 1,84 2,00
PNI 124 1,83 1,87
PC 109,7 1,82 1,95
H2 Pl 105,5 1,83 1,97
PNI 148 1,83 2,11
PC 119,7 1,84 2,20
H3 Pl 96,6 1,85 2,12
PNI 48,2 1,80 1,98
PC 163,1 1,84 2,13
PIA 167 1,85 2,09
H4 PiB 146,4 1,85 2,13
PNIA 161,7 1,84 2,21
PNIB 97,3 1,84 2,09
PC 131,8 1,83 1,92
PIA 103,1 1,81 1,81
H5 PIB 91,8 1,83 2,06
PNIA 129,4 1,84 1,92
PNIB 94,2 1,83 1,88
H6 PIA 64,3 1,79 2,03

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5: Identificagdo dos géneros bacterianos encontrados e a confianca da amostragem com base
nos dados obtidos a partir do banco de dados de nucleotideos do NLM/NCBI (GenBank).

As siglas H1, H2, H3, H4, H5 e H6 sé&o referentes aos hamsters que deram origem aos isolados
bacterianos nos quais as bactérias foram sequenciadas. Condicao: Situacdo em que a pata do animal
se encontrava quando foi realizada a amostragem da pele. PC: referente ao isolado bacteriano obtido
através da pata direita do animal saudavel; PNI: amostra obtida através da pata direita do animal
infectado; PI: amostra obtida através do sitio de infeccéo localizado na pata esquerda. Género: Género
da bactéria isolada do animal a condicdo citada na segunda coluna. E.value: Valor esperado. Query
cover: Cobertura, porcentagem de alinhamento da sequéncia com o banco de dados. Percentual de
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identidade: O quanto da sequéncia foi idéntica ao que foi encontrado no banco de dados. Total score:
High scoring segment pairs (HSP).

Query

Condicao N Género Spp aproximada E.value cover % de Total
da pata PP ap ’ Identidade Score
(cobertura)
H1 Staphylococcus sp. Staphylococcus rostri 0.0 99% 99.53% 1.166
H2 Staphylococcus Staphylococcus capitis 0.0 100% 99.67% 1098
H3 Staphylococcus sp. Staphylococcus sciuri 0.0 100% 100% 1182
PC
H4 Staphylococcus sp. Staphylococcus rostri 0.0 100% 99.18% 1098
H5 Staphylococcus sp. Staphylococcus rostri 0.0 100% 99.53% 1168
H1 Bacillus sp. Bacillus cereus 0.0 100% 99.50% 1086
H2 Staphylococcus sp. Staphylococcus sciuri 0.0 100% 99.86% 1284
H3 Bacillus sp. Bacillus safensis 0.0 100% 99.82% 1026
H4-a Bacillus sp. Bacillus pumilus 0.0 100% 100% 1122
PNI Ha-b Bacillus sp. Bacillus safensis 0.0 100% 100% 1199
H5-a Staphylococcus sp. Staphylocqqcus 0.0 100% 99.83% 1053
epidermidis
H5-b Staphylococcus sp. Staphylocqqcus 0.0 100% 100% 929
epidermidis
H1 Staphylococcus sp. Staphylococcus sciuri 0.0 100% 100% 1.186
H2 Staphylococcus Staphylococcus capitis 0.0 100% 99.81% 1410
H3 Bacillus sp. Bacillus pumilus 0.0 100% 100% 1134
Pl
H4-a Bacillus sp. Bacillus altitudinis 0.0 100% 99.40% 1214
H4-b Staphylococcus sp. Staphylococcus rostri 0.0 100% 99.55% 1201
H5-a Staphylococcus sp. Staphylococcus sciuri 0.0 100% 99.84% 1160
H5-b Staphylococcus sp. Staphylococcus sciuri 0.0 100% 100% 1024
H6-a Bacillus sp. Bacillus pumilus 0.0 100% 99.82% 1048

Fonte: Elaborado pela autora.

Estudos avaliando a coinfecgdo de Leishmania spp e diferentes espécies de

bactérias tém apontado um agravamento na lesdo leishmaniética em virtude do

desequilibrio do sistema imunologico (BORBON, 2019). No sentido contrario, o
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desequilibrio da homeostase da microbiota cutdnea, causada pela Uulcera
leishmaniodtica, pode favorecer a presenca de bactérias comensais e que agravem a
doenca, conforme os estudos citados abaixo.

Uma coinfecgdo comumente encontrada € a associacdo estabelecida entre
Mycobacterium leprae, uma Actinobacteria em forma de bacilo causadora da
tuberculose leprosa, e a Leishmania major, causadora da leishmaniose cutanea.
Nesses casos observa-se o agravamento da ferida leishmaniética e uma resposta
imunoldgica mais exacerbada (MARTINEZ, 2018).

As espécies do género Staphylococcus vém sendo descritas na literatura como
bactérias frequentemente presentes em Uulceras leishmanidticas. A coinfeccdo por
Staphylococcus aureus e L. major leva a um aumento da resposta imune contra ambos
0s patdgenos. A presenca dos dois patdgenos é capaz de aumentar em duas vezes 0
tamanho da leséo por cerca de um més, além de promover uma maior inflamacéao, por
meio do recrutamento de mais neutréfilos para a regido danificada. Além disso, tem-
se um aumento da apoptose de neutrdéfilos, o que retarda a resolucdo da resposta
imune (BORBON, 2019).

Em cachorros, observou-se que a presenca de Ehrlichia canis pode tornar o
animal 12 vezes mais susceptivel a desenvolver leishmaniose canina do que animais
saudaveis (ATTIPA, 2018).

Desta forma, estudos que visam a identificacdo das bactérias presentes em
Ulceras leishmanidticas se fazem cada vez mais necessarios, haja vista que o
desenvolvimento de bactérias oportunistas no local da lesdo tende a contribuir com o
aumento da gravidade da doenca. Além de ser igualmente necessaria a investigacao
da presenca e da influéncia de bactérias oriundas a partir dos proprios vetores, no
tamanho da lesédo e gravidade da doenca.

Logo, em casos de coinfeccdo bacteriana, uma vez realizada a identificacdo
destas bactérias, tem-se a possibilidade de um tratamento mais direcionado através
do uso de antibioticos adequados e, consequentemente, contribuindo para diminui¢cao

do tempo da doenca e de cicatrizacao da ferida.

6.2 Acompanhamento do desenvolvimento de lesao
Os animais foram acompanhados conforme o curso da infeccdo por L.

amazonensis, assim, medindo-se a pata infectada (pata esquerda) e a pata néo
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infectada (pata direita). Deste modo, observou-se a partir da segunda semana apés a

infeccdo o aumento do tamanho da pata infectada (Tabela 6).

Tabela 6: Tamanho da lesédo dos animais com 40 dias de infec¢éo (PI).

Animal Tamanho da lesdo (mm)
amostrado
1 2
2 2
3 5
4 4
5 7
6 6

Fonte: Elaborado pela autora.

6.3 Extracao de compostos organicos volateis (COV’s)

Durante o primeiro ensaio, as bactérias cultivadas em meio agar BHI foram
expostas por meia hora a fibra. Contudo, neste teste, ndo foi possivel observar a
presenca de nenhum composto durante a analise do cromatograma obtido. Ja durante
0 segundo ensaio, aumentou-se o0 tempo de exposicao das bactérias cultivadas a
fibra, sendo utilizados quatro tubos com caldo BHI contendo as bactérias que
cresceram no mesmo. Em dois deles, a fibra foi exposta por uma hora (temperatura
ambiente) e nos outros dois, por 3 horas para adsorver os compostos volateis
liberados pelos microrganismos presentes nas placas. Apos a extracdo, as fibras
foram retraidas e retiradas do recipiente e passaram mais uma vez pelo processo
anterior em cromatografo gasoso acoplado ao espectrémetro de massas (Figura 10).
Na contagem dos picos, foi observado que a fibra exposta por maior tempo gera uma
maior adsorcao dos volateis produzidos pelas situacdes em analise (Figura 11). O
protocolo de extracdo de volateis foi 0 mesmo para os hamsters antes e apos a
infeccéo.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos a partir do controle de 1 hora em verde claro e controle de 3 horas
em verde escuro.
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Fonte:

Elaborado pela autora.
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Figura 10: Cromatogramas obtidos a partir da amostra de 1 hora em azul e amostra de 3 horas em
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Fonte: Elaborado pela autora
Software LabSolutions.

Os picos obtidos com o controle de 1 hora e controle de 3 horas (Figura 10) sao

58 e 81, enquanto os picos obtidos com as amostras sédo de 68 e 126 (figura 11),

respectivamente (Figura 12).



39

Figura 11: Total de picos em fung&o do tempo de extracéo
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Fonte: Elaborado pela autora

Observa-se um maior numero de picos na amostra que no controle. Entretanto, o
controle captou grande quantidade de componentes provenientes do meio de cultura,
indicando que a alta sensibilidade da fibra utilizada capta muitos volateis liberados
pelo meio que € rico em nutrientes.

ApoOs a etapa de padronizacdo do tempo de extracdo das amostras, realizou-se a
extracdo dos volateis provenientes dos seis hamsters nas seguintes condicfes:

1- Caldo BHI estéril (CBHI);

2- Caldo BHI contendo isolados bacterianos provenientes da pata do animal

saudavel (PC);

3- Caldo BHI e contendo isolados bacterianos provenientes da Ulcera

leishmanidtica da pata do animal infectado (PI);

4- Caldo BHI contendo isolados bacterianos provenientes da pata visualmente

sadia da pata do animal infectado (PNI).
Através da analise dos cromatogramas gerados (Figura 13 a 19) das demais
condicdes foi possivel a identificacdo de 43 compostos provenientes dos 6 hamsters

conforme a tabela abaixo (Tabela 6).

Tabela 7: Identificacdo dos compostos com base nos indices de retencéo (IR) calculados e obtidos em
ordem crescente de tempo de retencdo.H1-H6: Referente ao animal na qual a amostra foi retirada.
CBHI: Caldo BHI estéril. PC: volatil de bactéria retirada de pata que antecede infeccdo PNI: volatil de
bactéria de pata saudavel durante infeccéo; Pl: volatil de bactéria retirada de pata infectada. As letras
(a, b) que acompanham PNI e Pl se referem a diferentes bactérias como fonte dos volateis. Sinal (-)
demonstra a auséncia do volatil na amostra e os nUmeros sao referentes a area relativa do composto
presente na amostra. Em vermelho, encontram-se volateis que também foram amostrados apenas no
meio esterilizado.
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H1 H2 H3 H4 H5 H6

o [4+]

-c S

& 3 B

- © T

N° © o Compostos a PNI

3+ = 3 PC Pl PNl PC Pl PNI PC PI PNI PC PIA PIB PNIA PNIB PC PIA PIB PNIA PNIB PC PIA PIB PNIB

o - K

xr o ©
1 826 825 2,4-dimetilheptano - - - - - - - - - 10.62 - - - - - - - - - - - - - - -
> 806 895 2,2,4,4,6,6-hexameti-1,3,5,2,4,6- i i ) i o034 . ) i i i ) i i i ) i i - i i )

trioxatrisilinano
3 894 894 Ciclooctatetraeno - 0.90 2.67 - 3.82 2.00 - - 4.95 - - - - - - - - - - - - - - - -
4 917 926 Fenol = = = = = = = = = = 12.35 = = 6.40 = 0.16 = 8.51 = 4.01 = 6.66 = 5.92 =
5 917 911 2,5-dimetilpirazina 6.22 0.66 - 11.60 -0.54 1.32 12.53 - - 7.78 27.91 11.00 0.94 11.39 - - - - 11.47 2.15 0.79 1.36 - - -
6 969 965 Benzaldeido 5.30 0.52 - 3.23 - - 2.18 2.59 - - - 0.32 3.67 0.79 0.56 - - - - - - - - - -
7 985 985 Oct-1-en-3-ol - 1.28 - - - - - - - 1.83 - - - - - 3.45 - 3.58 - 10.76
8 999 1000 2,2,4,4,6,6,8,8—octamet!l—1,3,5,7,2,4,6,8— 218 _ _ 4.19 _ _ - 141 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
tetraoxatetrasilocano

9 1009 1011 2-etil-6-metilpirazina - - - - - - 0.54 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 1011 1013 2,3,5-trimetilpirazina - - - 2.44 - - 0.97 - - 2.81 - 1.24 - 0.93 - - - - 2.15 - - - - - -
11 1016 1000 Decano - 0.12 0.82 1.62 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
12 1023 820 2,2,3,4-tetrametilpentano - - - - - - 1.29 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
13 1025 1026 4-metildecano - - - - - - - - 1.33 - - - - - - - - - - - - - - - -
14 1035 1035 2-etilhexan-1-ol = 10.59 13.08 - = = = - 15.34 = = = 0.59 = = = = 0.42 = = = = 21.29 = =
15 1060 1060 Naftaleno 4.83 4.07 7.74 3.56 2.71 - 1.17 - - 4.52 5.48 - 7.69 - - 2.21 6.35 8.77 5.10 7.26 - 2.90 - - -
16 1060 1062 piridina-3-carboxilato de metila - - - - - - - - - - - - - 0.13 - - - 0.46 4.24 - - 0.28 - 0.31 -
17 1061 1051 2-fenilacetaldeido - - - - - - - - - - - - - - 0.25 3.03 - - - - 0.55 - 3.04 - -
18 1087 1085 3-etil-2,5-dimetilpirazina - - - 1.58 - - 0.27 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
19 1093 1093 nonan-2-ona - - - - - - - - - - - - - 1.46 - 1.87 - - - - - - - - -
20 1094 1091 (4S)-1-metil-4-prop-1-en-2- . ) . 340 - ) L . L

ilciclohexano



21
22
23
24

25

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43

1108
1109
1122
1156

1162

1167
1193
1200
1209
1215
1215
1266
1270
1290
1294
1326
1345
1490
1535
1599
1605

1882

1962

1133
1109
1122
1159

1166

1166
1181
1200
1205
1210
1215
1277
1267
1279
1295
1312
1342
1500
1534
1600
1605

1881

1957

3,7-dimetildecano
Nonanal
2-feniletanol

nonan-2-ol

2,2,4,4,6,6,8,8,10,10-decametil-

1,3,5,7,9,2,4,6,8,10-
pentaoxapentasilecano

2-(4-metil-fenil) propan-2-ol

2-fenoxietanol
Dodecano
Decanal
4,6-dimetilundecano
2,8-dimetilundecano
2-butiloctan-1-ol
dec-9-en-1-ol
Pentil hexanoato
undecan-2-ona
4,6-dimetildodecano
lodononano

Pentadecano

2,6-ditert-butil-4-metilfenol

Hexadecano

dietil benzeno-1,2-dicarboxilato
(2-metilpropil) benzeno-1,2-

dicarboxilato

Hexadecan-1-ol

2.89
6.02

2.20

1.12 1.33 5.52

2.13 2.40 2.49 2.58 2.12 1.68

0.07

0.30

0.08
1.18
0.37
1.88

0.34

0.20

0.01
1.84

2.33

0.35

0.30

2.20

.39 8.40 1.66 0.47

2.43 1.47 6.66

2.07 3.10

0.81

2.67

0.73

0.53

0.33

B

.61
.34

- 2.612.82

0.72 3.11 0.66

- 7

.24

0.74
0.34

1.50 2.74 1.89 1.10 0.33

1.08

10.2¢S

1.87

0.19 1.32 2.77

1.35
0.67

0.48

0.50
3.48
0.15

0.61

11.04

1.29
21.75

0.79

0.36 0.17

2.06

5.35

41

0.3111.001.93 3.13 1.8018.860.63 2.3117.92 2.33 3.35

Fonte: Elaborado pela autora.
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Conforme a tabela exibe, observa-se que ha diferenca de compostos emitidos
entre as amostras obtidas dos seis animais, 0 que corrobora com o0 que pode ser
encontrado na literatura sobre o padrdo de volateis da pele variar de individuo para
individuo devido a microbiota que cada um apresenta, consequentemente, os volateis
emitidos por cada um.

Dos 43 volateis identificados, sete foram encontrados no caldo BHI esterilizado,
deste modo, foram considerados contaminantes quando presentes nas demais
amostras. Os compostos séo: 3,7 dimetilndecano, decanal, nonanal, pentadecano,
benzaldeido, 3-etil-2,5-dimetilpirazina e 2,5 dimetilpirazina.

Na situacao controle (PC), na qual as bactérias foram amostradas das patas de
animais saudaveis antes de serem infectados, dois compostos foram identificados
exclusivamente, sendo eles: 2, 8 dimetilundecano (amostrado da bactéria retirada do
animal 3) e 2-butiloctan-1-ol (amostrado da bactéria retirada do animal 1).

Cerca de sete foram encontrados apenas em isolados bacterianos extraidos da
pata visualmente saudavel de animais infectados (PNI), sendo eles: 2,4-
dimetilheptano, 2,2,4,4,6,6-hexametil-1,3,5,2,4,6-trioxatrisilinano, 2-etil-6-
metilpirazina, 2,2,3,4-tetrametilpentano, 2,5-dimetil-3-(3-metilbutil) pirazina, 4,6
dimetildodecano e 3-etil-2,5-dimetilpirazina.

Dos isolados bacterianos amostrados das patas ulceradas de hamsters
infectados (PI), foram identificados quatro compostos que apareceram apenas nessa
situacdo, a saber: Dec-9-em-1-ol, 4-metildecano, (4S)-1-metil-4-prop-1-en-2-
ilciclohexano e (2)metilpropilbenzeno-1,2-dicarboxilato.

Com o auxilio da database mVOC 2.0, onde h4 a possibilidade de
realizar associacdes entre compostos e 0S organismos responsaveis por emiti-los,
sendo eles bactérias ou fungos, foi possivel obter informacfes sobre as bactérias
responsaveis pelos volateis emitidos (LEMFACK, 2018). O composto
ciclooctatetraeno extraido do caldo BHI com bactéria pertencente a pata dos hamsters
amostrados, é conhecido por ser a assinatura da bactéria Staphylococcus aureus, 0
gue pode indicar a presenca da mesma no meio (YUSUF et al., 2015).

Como ja apontado, as bactérias do género Staphylococcus spp. sédo
colonizadoras frequentes na pele humana. Tal organismo possui a capacidade de
produzir biofilmes que tornem a regido lesionada resistente a antibiéticos além de
causar a reducéo de reposicéo de fibroblastos (OTTO, 2018). Além disso, bactérias

da espécie S.aureus produzem endotoxinas e podem gerar resposta inflamatoria.
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Para combaté-la, o sistema imune através das CD-4 secreta Interleucina-14(IL-14),
uma substancia pro-inflamatoria que causara o recrutamento de neutréfilos para a
regido ferida, e consecutivamente, macrofagos chegam a regido lesionada (HUITEMA
et al, 2020). Deste modo, caso a bactéria tenha acesso a regido picada pelo vetor, a
mesma podera acelerar o processo de estabelecimento da leishmaniose no sitio de
infeccdo. Além disso, caso a Ulcera seja colonizada por espécies comensais como S.
aureus, havera maior desiquilibrio na homeostase cutanea. Em um estudo realizado
com pessoas infectadas com L. braziliensis notou-se que estas desenvolvem um
desequilibrio grande na microbiota da pele devido ao aumento na abundancia de
Staphylococcus ou Streptococcus, e essa situacdo é semelhante a encontrada em
hamsters infectados com L. major. Essa situac&o ocorre justamente pela producao de
biofilme realizada pelas bactérias presentes na Ulcera. Contudo, essa situacdo pode
se alastrar para partes mais distantes da pele, que se encontram saudaveis, e no caso
de hamsters pode se alastrar até para outro animal saudavel que compartilhe a
mesma gaiola (GIMBLET, 2017).

Dos compostos amostrados da condicao PI, o 4-metildecano foi encontrado em
um estudo que observava a atividade antifingica da bactéria Staphylococcus sciuri
MarR44 (ALIJANI et al., 2019). Enquanto o composto Dec-9-en-1-ol foi encontrado em
um 6leo essencial da planta Maclura pomifera, assim como outros compostos como
octanol, decanol, hexanol e hexadecanol (JERKOVIC; MASTELIC; MARIJANOVIC,
2007).

A piridina-3-carboxilato de metila, composto volatil que foi encontrado somente
em animais infectados (Pl e PNI) neste estudo, é metabolizado e liberado pelo género
Mycobacterium (SYHRE et al., 2008).

Um estudo sobre a producao de volateis por bactérias e fungos e suas relacdes
com processos desenvolvidos pelos mesmos como crescimentos de hifas ou
desenvolvimento de biofilmes avaliou diferentes compostos: pentanal € emitido pelo
S. aureus, enquanto o nonan-2-one € emitido por Pseudomonas aeruginosa, estando
envolvido na funcao biolégica de producao de biofilmes (ASHRAF et al., 2018). Oct-
1-en-3-ol é produzido por Trametes gibbosa e atrativo para besouros que se
alimentam de fungos (DRILLING; DETTNER, 2009). Pseudomonas putida BP25 é
uma bactéria gram negativa, endofitica, geralmente encontrada em plantas e no solo.
Através da analise dos volateis produzidos pela mesma por GC-MS, observou-se que
um dos compostos identificados era o acido hexadecandico. No estudo, essa bactéria
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associada a plantas libera volateis carregados pelo ar com ac¢des antimicrobianas
(SHEORAN et al., 2015).

Em estudo realizado para se delinear o perfil de volateis emitidos por bactérias
cariogénicas, observou-se que o composto nonan-1-ol foi emitido apenas pela
bactéria Streptococcus mutans. O nonan-1-ol, pode ser utilizado como assinatura para
a bactéria S. mutans. Este composto foi encontrado nas condi¢cdes Pl e PNI (HERTEL,
2015).

Figura 12: Cromatograma gerado a partir da condicédo de controle negativo do Caldo BHI estéril
(CBHI). Imagem (a): cromatograma geral; (b): zoom tr=0-22; (c): zoom tr=23-45.
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Figura 13: Cromatogramas gerado a partir dos isolados extraidos a partir do hamster 1. A cor verde &
referente ao cromatograma obtido através dos volateis extraidos da pata esquerda na condicdo PC
do animal. A cor azul é referente a condigdo PNI. A cor vermelha é referente a condicao PlI.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 14: Cromatogramas gerado a partir dos isolados extraidos a partir do hamster 2. A cor verde é
referente ao cromatograma obtido através dos volateis extraidos da pata esquerda na condicdo PC
do animal. A cor azul é referente a condicdo PNI. A cor vermelha é referente a condicdo PlI.
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Figura 15: Cromatogramas gerado a partir dos isolados extraidos a partir do hamster 3. A cor verde é
referente ao cromatograma obtido através dos volateis extraidos da pata esquerda na condicdo PC
do animal. A cor azul é referente a condigdo PNI. A cor vermelha é referente a condicao PlI.
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Figura 16: Cromatogramas gerado a partir dos isolados extraidos a partir do hamster 4. A cor verde é
referente ao cromatograma obtido através dos volateis extraidos da pata esquerda na condigdo PC
do animal. Na condi¢c&o PNI foram obtidos dois cromatogramas, PNla na cor azul e PNIb na cor roxa.
Na condicdo PI foram obtidos dois cromatogramas, Pla na cor vermelha e Plb na cor laranja.
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Figura 17: Cromatogramas gerado a partir dos isolados extraidos a partir do hamster 5. A cor verde é
referente ao cromatograma obtido através dos volateis extraidos da pata esquerda na condigdo PC
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do animal. Na condi¢c&o PNI foram obtidos dois cromatogramas, PNla na cor azul e PNIb na cor roxa.
Na condicao PI foram obtidos dois cromatogramas, Pla na cor vermelha e Plb na cor laranja.
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Figura 18: Cromatogramas gerado a partir dos isolados extraidos a partir do hamster 6. A cor verde é
referente ao cromatograma obtido através dos volateis extraidos da pata esquerda na condicdo PC
do animal. Na condic&do PNI foram obtidos dois cromatogramas, PNla na cor azul e PNIb na cor roxa.
Na condicao PI foram obtidos dois cromatogramas, Pla na cor vermelha e Plb na cor laranja.
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Para a realizacdo de analise de componentes principais (Principal Components
Analysis — PCA), utilizou-se as areas relativas dos cromatogramas das amostras
(Figura 20).
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Figura 19: Andlise de componentes principais (PCA) dos volateis identificados a partir das bactérias
amostradas dos hamsters de 1 a 6. Os compostos volateis sdo representados por nimeros seguindo
a tabela 6 (43 compostos identificados). Condicdes: PC (Em verde): amostra retirada da pata
esquerda antecedendo infec¢do, PNI (Em roxo): amostra retirada da pata ndo infectada; Pl (Em
vinho): Amostra retirada da pata infectada.
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Conforme observado através da analise de componentes principais (Figura 20),
nao foi possivel estabelecer uma correlacdo entre as condi¢des estudas e os volateis
produzidos. Deste modo, tal evidéncia corrobora com as indicacdes da literatura
apontando a variacdo interindividual da microbiota cutdnea, sendo, portanto,
determinante para a variacao interindividual de volateis, consequentemente tornando
individuos mais atrativos do que outros. Além disso, a variacdo interindividual da
microbiota cutanea contribui para a diferenciacdo de grau de ulceracdo entre os
individuos infectados, uma vez que, alguns individuos podem apresentar, ja em sua
microbiota saudavel, bactérias comensais capazes de tornarem-se patoldgicas caso
haja a quebra da barreira da pele, o que, somado aos mecanismos de escape do
protozoario da leishmaniose e de defesa do sistema imune e aos mecanismos de
escape da leishmaniose, a diferenciacdo da Ulcera leishmaniética em si, pode ocorrer.
Como apontado no estudo, o tamanho da lesédo variou individualmente (Tabela 6)

(BUSULA et al., 2017).




49

Ainda que ndo tenha sido observado diferencas entre os perfis de volateis
produzidos pelas bactérias amostradas das diferentes condi¢cdes avaliadas, alguns
dos compostos ja foram encontrados em hospedeiros infectados em diferentes
hospedeiros vertebrados e alguns apresentam resultados de atratividade para
flebotomineos.

Com relacdo ao composto nonan-1-ol, verificou-se a relacdo de ativacdo e
atracdo do mesmo para com machos e fémeas de Lu. longipalpis (MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2014b). Em outro estudo, avaliou-se também a atracdo e ativacdo de
flebotomineos da espécie Ny. intermedia, dentre os compostos estudados, os que
apresentaram ambas as respostas foram 2-fenilacetaldeido e pentadecano
(TAVARES et al., 2018).

Acerca dos compostos utilizados como biomarcadores para animais infectados,
0S que se apresentam nesse estudo e foram testados com relagao a atratividade para
machos e fémeas de Lu. longipalpis foram: nonanal, octanal e decanal (MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2019).
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6. CONCLUSOES

» O isolamento, separacado e sequenciamento das bactérias cultivaveis, por meio
do método de Sanger levou a identificacdo dos géneros Staphylococcus e
Bacillus.

» A extracdo de volateis a partir de isolados de bactérias mostrou-se eficiente
com obtencéo de 43 compostos isolados.

» Apenas quatro compostos foram isolados exclusivamente dos animais
infectados: (2) metilpropilbenzeno-1,2-dicarboxilato, 4-metildecano, dec-9-en-
1-ol e (4S)-1-metil-4-prop-1-en-2-ilciclohexano.

» Os dados encontrados no presente trabalho, ndo apresentando diferencas
marcantes entre bactérias ou volateis, corroboram o estudo onde néo foi
encontrada diferenca na atratividade de flebotomineos da populacdo 9-
metilgermacreno para os animais apos a infeccdo (DA ROCHA SILVA et al,
2022)”
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7. PERSPECTIVAS

Ja estad em curso uma colaboracdo com a Prof? Dr2 Saura Rodrigues da Silva
do Laboratorio de Bioinformatica da Unesp de Jaboticabal, assim, serdo realizados
estudos mais aprofundados sobre o material sequenciado na tentativa de realizar a
identificagdo das bactérias cultivadas a nivel de espécie e se conseguir resultados
estatisticos.

Estudos que busquem responder se estas bactérias e/ou outras em associagao
com o vetor sdo responsaveis pela liberacdo de algum composto que possa ser usado
como isca biolégica ainda séo escassos e representam uma abordagem interessante
do ponto de vista da prevencao e controle desta doenca.

A identificacdo de todos os COV emitidos pelas bactérias isoladas no presente
estudo sera util para a conducdo de ensaios comportamentais utilizando-se
flebotomineos, a fim de se observar a reacdo desencadeada por cada um dos
compostos, no inseto, e a partir destes ensaios propor novas metodologias e
abordagem no que se diz respeito a iscas atrativas para controle vetorial,
especialmente se utilizado os compostos que foram emitidos apenas na situagdo em

que o animal estava infectado, estando ele com Ulcera ou néo.
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9. APENDICES

APENDICE A - Parecer de aprovacio da CEUA/FCF/CA.
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u nes " 40LI0 DE MESQUITA FILHO”
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo da atratividade de hamster dourado
(Mesocricetus  auratus)  infectado com  Leishmania spp para  flebotomineos
(Diptera:Psychodidae)”. registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr: 16/2018. sob a
responsabilidade da Pesquisadora Flavia Benini da Rocha Silva. que envolve a producéo.
manutengdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio
Animal (CONCEA). ¢ foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALIS da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP em reunido de

24 de outubro de 2018.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacéo Agosto de 2020

Espécie/linhagem/raca hamster dourado

N° de animais 23

Idade/Peso 4 semanas 140 g

Sexo feminino

Origem ANILAB. - Animais de Laboratério
Criacdo e Comércio Ltda — EPP

Araraquara, 24 de outubro de 2018.
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Profa. Dra. CARLA RAQUEL FONTANA
Coordenadora da CEUA
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APENDICE B - Placas com isolados bacterianos recuperados para Sequenciamento
Sanger. Legenda: Os numeros de 1 a 6 se referem a qual animal foi realizada a
amostra; PC: o isolado bacteriano foi obtido da pata esquerda do animal antes da
regido ser infectada; PI: Isolado bacteriano retirado da pata esquerda do animal
infectado apresentando ulcera; PNI: Isolado bacteriano retirado da pata direita do

animal, pata na qual ndo ha sitio de infeccdo estabelecido.

ao

Imagem do material amostrado

Condig

=1 Amostra

o
@




61

PC

Pl




PNI

PC

62




Pl

PNI

63




PC

Pl

64




PNI

PC

65




66

Pl

PNI

-
i

/ "" ';"'..!‘;-5;*" "y




67

Pla

PC




Plb

PNI

68




PNI

Pla

69




70

APENDICE C - Porcentagens apresentando grau de similaridade dos compostos

identificados acompanhadas das estruturas moleculares e comparacdo entre o

cromatograma gerado a partir dos espectros de massas compondo 0s compostos das

amostras das bactérias retiradas de hamsters (superior) com as bibliotecas utilizadas

(inferior).
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/ na ] I | | | ) I |I =2 1) ) 1) ?I2 ?IIS I 8|5 I ) 1 ' DI3
40.0 45.0 0.0 95.0 50.0 G5.0 To.0 a0 0.0 85.0 0.0 9a.0 100.0
1:128: 1-Octen-3-ol (CAS] Oct-1-en-3-ol $3 3-Hudrowy-1-octene $3 Ampl vinwl carbinol $3 Yinyl ampl carbinol $$ n-0ct-1-en-3-ol $$ Octan-3-one $% (£)-0ct-5-en-3
& e10.000) - Base Peak 57/10,000
RAYYE )0
1w 4|3 72 fll !
0.0 E 1) | 1) 1) : 1) 1) I | 1) 1) I ) 1
40.0 45.0 50.0 55.0 E0.0 B5.0 Fo.0 750 0.0 85.0 90.0 95.0 100.0
2,2,4,4,6,6,8,8-octametil-
v : -
1 3 5 7 2 4 6 8_ [T Cyclotetrasiloxane, octamethyl- 296 CBH24045i4 MIST21.LIB
[t 85 [T Cyclotetrasiloxane, octamethyl $3 Oktamethylc 296 CEH24045i4 NISTOSs LIB
. 85 [T Cyclotetragioxane, octamethyl- [CAS] 11,335 296 CBH24 04 51 WILEY229.LI
tetraoxatetrasilocano — 87% 84 [~ Cyclatetrasionane, octamethyl (C45]1,1,3.35 296 3 H24 D4 51 WILEY229.L1
23 [ Cyclotetraziloxane, octamethl- 296 CBH2404514 MIST21.LIB
LleA)
Target:
[10,000) Baze Peak: 281/10,000
109 S
N 05
-0, ] 44 285
O ’ ‘ /— D c i || T 5? ?'3| 94 1 21 1 SIS T T 1 gl1 1 20? 1 24I|g I ! |I
| 0.0 5.0 100.0 125.0 1500 175.0 200.0 2250 2500 2750
_ (_!) 1: 296 : Cyclotetrasiloxane, octamethyl- [CAS)1,1,3.3,55,7 7-OCTAMETHYL-CYCLODCTASILOXAME $% OCTAMETHYL-[CYCLIC TETRAMER] CYCLOTETRA
7 et (310,000 Base Pesk: 281/10,000
0 |1y - ]
N B
1] .5—: = _I,\
oodds . 59 TP e : 11g - 133 sy trr 93 0T gy ogs 243 %8 )
a0.0 a0 100.0 125.0 1500 1735.0 200.0 2250 2500 2750
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Compound Hame

Formula

Library

A . i I~ thl-E-methylp 7 M LLIE
2-etil-6-metil pirazina — 78% 76 [ Pwazine, ZethylGmethyl $3 2EthylEmethylp 122 CPHTONZ  NIST107.LIE
8 [ Pwazine, 2-ethylSmethpl- [CA5) 2-Methyl-5-ath 122 CAHI0MZ  WiLEY223.Ll
77 [T Pwazine, 2-ethylB-methyl- 122 CPH1OMZ  MIST21.LIE
77T Z2ETHYLE-METHYLPYRAZINE $% 122 CAHI0MNZ  WiILEY229.L0
7 T Pwazine. 2-ethwl-B-methul- $3 2-E thul-B-methulo 122 C7H10M2 MISTOSs LI
slals
Target:
N (310,000 Base Peak: 121/10,000
= 1.0 ] 3
9 |
- 055 3|9 56 as ‘
- ] =)
N ood L ol : 87 5 . S . . .
40 a0 511 7o ] a0 100 110 120
1:122: Pyrazine, 2-ethyl-B-methyl- $3 2-E thyl-6-methplpyrazine 3 2-Methyl-B-ethylpwrazine $3
J 1 D()(1 0,000 Base Pesk: 121/10,000
- o5 T3
S ] i
= 0.595q e AR i
] a
00 | poi LB, T e BP 63 7S 80 83 g5 . 107 A
40 a0 G0 7o ] g0 100 110 120
Compound Hame
2 3 5 t . tl . . 820/ 82 [ Pyrazine, himethyl- ]
o .,0-trimetipirazina — 0 82 [ Pyrazine, timethyl- 85 Trmethpipyrazine $% 2.3, 122 CAHION2  NISTOSLIB
80 [ Pwazine, timethyl- $3 Trimethylpyrazine $% 2.3, 122 CPH10M2 MISTOB:.LIB
80 [ Purazine, timethyl- 122 CYH10M2 HIST21.LIB
80 [ Pwazine, timethyl- [CAS) Trimethylpyrazine $5 122 CYHI0MZ  wiLEY223.LI
78 T Puazine. timethul- £5 Trimethvlovrazing $4 2.3, 122 CPH10M2 MISTOR: LI
slae
Target:
(10,0007 Baze Peak: 42/ 10,000
1D
1 O ] 122
B 43 . ‘
ond L T 7 1 |
- ) I ) I ) ) I ) I
40 a0 =] il 0] a0 100 110 120
1: 122 Pyrazine, timsthyl-
& oI Base Peak: 42/ 10,000
S o
057 L
] a1
poilitas o ] B8 75 s 107__ .
40 a0 [=1] bl 80 a0 100 110 120
i Compound Name
83 [ DECANE $% 142 C
Decano — 83% 83 [ Dodecane [CAS)nDodecans $3 Ba51-09045 170 C12H25
83 [T Oualic acid, izobutyl pentyl ester 216 C11H2004  MISTOS.LIE
23 [T Dodecane 170 C12H26 MISTZ21.LIB
82 [ Octane. 2.7-dimethyl- $$ Disoamyl $3 Diisopen 142 C10HZ22 MISTOS.LIB
82 I Heptane, 2-methyl- 114 CBH18 MISTZ21.LIB
slals
Target:
(310,000 Base Peak: 57/10,000
11 15 ETe Erd
q 42
PN e e R ‘ ‘ i i 7
] 28
0.0 L ! | | = L I |I |81 I I 108 ) I |
40 3l s8] 7o g0 g0 100 110 120
1:142: DECAME $$
o] 1051000 = Base Peak: 43(10,000
R
] i 85
podlu L4 la s3] s BE. | —aa | sa 3 —113 .
40 a0 [=10] 70 EE11] a0 100 110 120
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2,2,3,4-tetrametilpentano —

nd Name

Library

8 MIST21.LIE
860/ 86 [T Pentane, 2.2.3.3tetramethyl- $% 2.2.3.3-Tetra NISTO8s.LIE
0 8 [C Undecane 1586 CT1H24 MNISTZ21.LIE
86 [ Undecane $% n-Undecane $3 Hendecane $3 156 C11H24 NISTOSs.LIE
86 [~ Decane, 25.9-timethyl [CAS) 184 C13H28 WILEYZ29.LI
88 ™ Decane. 2559timethul- $3 184 C13H28 MIST107.LIB |
o| A &
Target:
1 g&x10,000) Bage Peak: 57/10,000
e a G
12 ]
D51 a ‘ i i !
DD ] I| | 1 T I . T 1 * ?ID 1 1) |I 1) 1 9899 1 -I
40.0 45.0 S0.0 25.0 60.0 65.0 700 750 g0.0 5.0 0.0 5.0 100.0
1:128: Pentane, 2.2.3,3-tetramethyl-
4 010,000} Biase Peak: 57/10,000
j T aF
ERNER- “H-
0.5—: # 71 [
003 | . 53 || .59 g5 ! | S S 85 91 . Sl
40.0 450 0.0 550 B0.0 E50 0.0 Ta0 0.0 50 0.0 95.0 100.0
. Formula Library
4-metildecano — 92% %2 .. d-methyl $3 4-Methyldecan 156 C11H24
92 [T Decane, 4-methyl- 186 C11H24 MNIST21.LIB
92 [T Heptane, S-ethyl-2-methyl- $3 5-Ethyl-2-methylh 142 C10HZ2 MIST107.LIB
92 [T Heptane, S-ethyl-2-methyl- [CA5] 2-Methyl-5-et 142 C10HZ22 WILEYZ223.L
92 [T Heptane, S-ethyl-2-methyl- $3 5-Ethyl-2-methylh 142 C10HZ22 MISTOS.LIB
9 T Monane. 2.3-dimethwl- ££ 2.2 Dimethvinonane 1586 C11H24 NISTOR.LIE
ez
Target:
1 D(x1 0,0007 Base Peak: 43/10,000
13 o5 aE g T
\‘/W\/\ 0sd
] &3
oo L | 521yl | 0 . i) A 120
40 a0 &1 bl g0 a0 100 110 120
1:156: Decane, 4-methyl- $$ 4-Methyldecane $$
j 1 g10,000) Base Peak: 43/10,000
] T =7 K R
j 054 --H
oo ‘ | A 1158 BT | sz FF ; % ; 2 ;
40 a0 &1 il g0 a0 100 110 120
Library
-eti -1-0l — 0 = wl- [CAS) 2-Ethylhesan A CBHIE0 WILEY229L
2 etl l hexan 1 Ol 94 /0 [~ 1Hewxanol 2-ethyl- $% Ethylhexanal $% 2-Ethyl- 130 C8H180 MIST107.LIE
94 [ 1-Hexanol, 2-ethyl- $3% Ethylhexanol $5 2-Ethyl- 130 C8H180 MISTOB.LIE
92 [ 2ETHYL-1-HE=AMOL $% 130 CBH180  wILEvZ223Ll
92 [T 1Hexanol, 2-ethyl [CAS) 2-Ethwlhexanal $3 2- 130 CaH180 WwLEY229.LI
92 ™ 2-Proovll-pentanol $% 130 CaH180 MIST107.LIB
| A &
Target:
1 p10,000) Biase Peak: 57/10,000
14 ' il
0 IS
3 | 0 a3 136
ool A : 53 ]| - w  lps 83 9 107112 17 121 i
40 a0 60 7o 1] a0 100 110 120 130

1:130: 1-Hexanal, 2-ethyl- [CAS5] 2-Ethylhexanal $F 2-Ethyl-1-hexanol $3 Ethylhexanol $3 2-Ethylhexan-1-ol $% 2-Ethylhesyl alcohol 3% 2-Ethylhexanol-1 $3

(310,000 Base Peak: 57/10,000
s 1.0
J 1 af
j 0.53 -4t -

1 70 83

P ||44 L B7 1| L 98 12
- I I I I I I I 1 I I
40 0 £0 70 &0 a0 100 110 120 130
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Compound Name

Formula

Library

W Maphthalens . 5T21.LIEB
Naftaleno — 87% 86 [ Aaulens 128 C10HE NIST21.LIB
86 [~ Azulene [CAS) Cyclopentacycloheptens $$ Bic 128 C10H3 WILEYZ29.LI
85 [ Maphthalens 128 C10HE MISTZ1.LIB
85 [T Azulene [CAS) Cyclopentacycloheptene $3 Bic 128 C10HE WwLEYZ229. L
85 ™ Azulene 128 C10HE MISTZ21.LIB
AL
Target:
(10,000) Base Peak: 128/10,000
15 107 T
D.S—:
E 43 135 150
00122 | Glss B e T Gkl e . AACINE 71 PR S .
40 a0 =] o g0 a0 100 110 120 1350 140 140
1:128 : Maphthalene
(510,000} Biase Peak: 128/ 10,000
=l o8
o943 Bl s B o 7s7e B 1 113 Azl . .
40 50 =] o g0 a0 100 110 120 130 140 150
= 37O NI LIB
iridi e 3 1 r 106 C7HE NIST107.LIB
p I rld na 3 CaI’bOXI l ato d € [T 2A4ECycloheptatien-1-one $% Tropone $% Cy 106 CVHEOD NISTOS.LIE
. W[ 3Pyidinecarboxarnide, MN-methyl- $3 Nicotinam 136 CPHEMZ20 MISTOSLIE
metila — 78% 76 [T 3Pyidnecarboramide, M-methyl $3 Micotinam 136 C7HEN20 MISTOS:LIB
76 ™ 1-Propanone, 1-13-pwidinel- $% 1-Propanane, 1 135 CAHAMO MISTOS.LIE
DAL
Target:
{:10,000) Base Peak: 76/ 10,000
1.0 =
3 108 136
16 057
0 0 1 = 77
Ny T ],
d T T T T T T T T T T
40 50 =11] 7o 80 a0 100 110 120 130
1:137 : Methyl nicotinate $% 3-Pyidinecarbosylic acid, methyl ester $3 Nicotinic acid. methyl ester $3 Methyl 3-pyridinecarboxplate $% Micameth $% 3-Carbomethc
o= (10,000} Baze Peak: 78 10,000
A 1o ] TF T .
N El 05 st g w
s a4 |53 =3 & 77l 33 104 ]
0.0 1 ) ) I ) ) I v ) I I
40 a0 =11 7o &0 a0 100 110 120 130
CASH: 93-60-7 Mol 137 Senalf: E507
Crpd Mame:  Methyl nicatinate $$ 3-Pyridinecarbasylic acid, methyl ester $% Micotinic acid, methyl ester $$
3 Compound Name Formula Library
85 [ PHENYLACETALDEHYDE $3 20 CBHEO
H I'e _ 0 85 [T Benzeneacetaldehwde 120 C8H30 MIST21.LIB
Fen|lacetalde|d0 85 /0 84 [~ Benzeneacetaldehwde 120 C8H30 MIST21.LIB
84 [~ PHENYLACETALDEHYDE $% 120 C&HE0 WILEY229.L1
84 [~ Benzensacetaldehyde [CAS) Hyacinthin $% Ph 120 CBHBO WILEY229.L
84 ™ EBenzensacetaldehwde $3 Acetaldehwde. ohen 120 CBHED MISTOR.LIE
o slzls
Target:
(10,000 Biase Peak: 91/10,000
17 H 9
T 85 a2 123
1] | 5 57 . 75 . il
DD 1 1 1 ) 1 1 1 T T
40 a0 =11 7o an a0 100 110 120
1:120: PHENYLACETALDEHYDE $$
j 1,pB1E.000) - Base Peak: 91/10,000
j 0.5 - i
] Bs
0.0 3'9. 43 .51 =i —Li I s} ; 8102 ; j12z
40 al G0 7o ] a0 100 110 120
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Compound HName

. . o . Vv -dimethyl- 1.
3-etil-2,5-dimetilpirazina — 30 [ Fyacine, Fothyl 25 dimeihyl §6 2Ethpl 36 136 CBHIZNZ  MISTOEsLIB
90 [~ 25DIMETHYL-3-ETHYLPYRAZINE $3 136 CEH12N2  WwiLEY229.L
90% 88 [~ Puwazine, 2-ethyl-3 5-dimethyl- $5 2Ethyl-3 5-di 136 CBH12NZ  MISTI07.LIB
88 [~ Puazine, 2-ethyl-3 S-dimsthyl- $5 2-Ethyl-3 5-di 136 CBH12NZ  MISTORLIE
88 I Puazine. 3-ethwl-2 S-dimethul $5 2-E thul-3 6-di 136 CBH12M2Z  MIST107.LIB
°| (4 ¢
T arget:
(510,000) Base Peak: 135/10,000
1 p= s
18 . ]
= 057 4z 07
1 | 56 107
-~ podluld 31 B,  G0e3 o4 s 1 i i i
N 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
1:136: Pyrazine, 3-ethyl-2.5-dimethyl-
(310,000) Base Peak: 135/10,000
ﬂ 1.0 135
- ]
05142 \@5\
E l"| T 7 U H 110':?9 i T L T T T _
50.0 75.0 100.0 1250 1500 175.0 2000
Formula Library
[ ZMNONANONE $3 X )
92 T Z-MNonanone $$ Heptyl methyl ketone 3% Meth 142 C9H180 MISTI107.LIB
92 [~ 2-Monanone [CAS] Methyl heptyl ketore $ Mo 142 CIH180  WILEY229.LI
nonan-2-ona — 92% 92 [~ 2Nonanone $§ Heptyl methyl ketone $§ Math 142 C3H180  NISTOBLIE
92 [T Z-Monanone [CAS] Methyl heptyl ketone $$ Mo 142 CAH180 WILEY229.LI
92 ™ Znonanone 34 142 CAH180  WILEY229.Ll
AL
Target:
(510,000) Base Peak: 43/10,000
19 10T ]
o oot LI il ra| 85 a1 ga 117 qo7 132
- 1 1 1 1 1 1 T T T 1 T
40 0 &0 70 &0 an 100 10 120 130 140
1:142 ZNONANONE $3
(3:10,000) Base Peak: 43/10,000
A 1T e
A 057
1 ce 71
poda Lk T g7 | gz 85 a5 39 409 113 : 127 142
40 40 £0 70 &0 a0 100 10 120 130 140
(4S)-1-metil-4-prop-1-en-2- ey Compound Name U _Form.
3 [ MIMONENE $3 135 CI0H1E
- 0 86 [T Himonene $3 Cyclohesene, 1-methpl-4-(1-meth 136 C10H1E Wi LEY 22911
ilciclohexano — 86% 83 [ Cyclohesens, T-methpld-(1-methplatheryl}, (S} 136 C10H16 NISTZ1.LIE
83 [T Cyclohesene, 1-methpl-d-[1-methyplethenyl)-, [5)- 136 C10H1E MISTO3:.LIB
83 [T 1.7-0ctadiene, 3-methylene- £5 3Methplene-1, 122 CaH14 MISTOS.LIB
83 ™ 1 7-Octadiene. 3-methulene- &4 122 CaH14 MIST107.LIE
=g
Target:
\/ (310,000) Baze Peak: 65/ 10,000
% 104 = 5
20 1 m 93
: 057143 7 136
1 | 51 | 7 a3 92 | 107 121
ool 1 | 1) 1l I L 10 |
) I ) I ) ) I ) 1 I
40 50 £0 70 &0 a0 100 110 120 130
1: 136 : FUMONEME $3
(310,000) Base Peak: 65/ 10,000
& 1oy 5 -
j ] 93 i8]
0.5 79
EE] 53 77 a1 107 121
oodlil 4 AN - |'|I' AU e . i
40 50 £0 70 &0 a0 100 110 120 130
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Compound Hame

dirmethyl- £

Formula

Library
WIST107.LIB

B ; [~ Decane, 3.7-dimethyl- $5 3.7-Dimethyldecane 170 C12H26 MWISTORLIE
3,7-dimetildecano — 92% 2 [ Urdecane, 3.7-dimethyl- [CAS) 184 C13H28  WILEYZ23.Ll
92 [T Undecane, 3.7-dimethyl- $$ 184 C13H28 MWIST107.LIB
32 [T Undecane, 3.7-dimethyl- $3 3.7-Dimethplundec 184 C13H28 MISTOB.LIB
32 ™ Hewadecane [CA5) n-Hexadecane $3 Cetane 226 C16 H34 WILEY229.L1
AL
Target:
(x10,000) Bage Peak: 43/10,000
21 15 T i
] 71
059 41 85
D-D:'I|' | . Lylss L I . i) 13 . 127
40 a0 =] bl ] a0 100 110 120
1:170: Decane, 3,7-dimethyl- $3
j 1 D(x‘1 0,000 Baze Peak: 43/10,000
i 4B 5 71 T
EE
057 4 a5
e S 1|BF gz | irza . g7 g8, 113 . 137
40 a0 =] 70 a0 a0 100 110 120
Compound Name
Monanal [ I n-Monanal £ n-Monplaldehude 2
93 [ Monanal [CA5) n-Nonanal $3 neNorylaldehyde 142 C3HIE0 WLEY 229.L1
Nonanal — 93% 92 [~ Monanal [C45]) nMNonanal §§ nNonylaldehyde 142 CIH1B0  WILEY229LI
92 [ Monanal [C&5) n-Nonanal $3 neNorylaldehyde 142 C3HIE0 Wi LEY 229.L1
92 [T MOMAMAL $% 142 CaH1&0 WLEY Z29.L1
92 ™ Mohahal 142 CaH180 MISTZ1.LIE
AL
Target:
(10,0007 Base Peak: 57/10,000
1085
/\/\/\/\(*O D'5_: ‘ || [ e ag 267
ool il AT Y Y KA T SR . . . . 251
200 Ta.0 100.0 125.0 150.0 1730 200.0 223.0 250.0
1: 142 : Nonanal [CAS) n-Monanal $% n-Monylaldehyde $3 Monaldehyde $% n-Nonaldehyde $% Monanaldehyde $% Monylaldehyde $% Pelargonaldehyde £ Monpli
(10,000) Biase Peak: 57/10,000
ﬂ 1.0 T
| AR
ool ol b, gl s e . . . . .
0.0 Ta.0 100.0 1250 150.0 1730 200.0 2230 250.0
5 Compound Name Library
[¥  Phenylethyl &lcohol $% Benzeneethanol $3 Ph a.LIB
R H 1. _ 0 97 [ Phenylethyl Alcohol $% Benzeneethanol $3 Ph 122 CaH100 MHIST107.LIB
2 fen Iletan 1 OI 97 /0 36 [T Pherylethyl Alcohol $% Benzeneethanal $3 Ph 122 C8H100 MISTOS: LIE
36 [T Pherylethyl Alcohol $% Benzeneethanal $3 Ph 122 C8H100 MISTOS: LIE
36 [T Pherylethyl Alcohal 122 C8H100 MIST21.LIE
96 ™ Phenvlethyl Alcohal 122 C8H100 MISTZ21.LIE
slas
| Target:
0 (10,000 Base Peak: 91/10,000
23 1.0 ] T
U.S—:
E 5] 122 283
ol & | 193 L127 . . 193 723 21 287
a0.0 Ta.0 100.0 1230 1500 1750 2000 2230 2500 2750
1: 122 : Phenylethyl Alcohol $% Benzeneethanol $3 Phenethyl alcohol $% . beta -Hydroxyethwlbenzene $% beta.-Phenethyl alcohol $% . beta.-Phenyplethanol $3 .be
(x10,000) Base Peak: 91/10,000
| 1oy 3
El 0.5 O/\/
] [54] 122
ool & [ 103 |
500 730 100.0 1250 150.0 1750 2000 2250 2500 2750
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24

Nonan-2-ol — 93%

O'W\//\/

Compound Name

Formula

Library

1: 144 : 1-Monanol $% Horyl alcohol $3 n-onyl alcohal $3 Octyl carbinol $% Pelargonic alcohol $% Alcohal o9 $% Nonalal $$ Monan-1-ol $% Nonanol[1] $$ n-Nc

33 W 1-Monanol $3 Norl alcohol $% n-Nonpl aleohal M LIEB
93 [ Monanal 144 C3H200 HIST21.LIB
93 [ 1-Monanal 144 C3H200 HIST21.LIB
33 [ 1-Monanol [CAS) n-Nonyl alcohol $5 H-NON& 144 CIH200 WLEY223.L
93 [ 1-Monanol $3 Horwl alcohol $% n- oyl aleohal 144 CAH200 MISTOE.LIE
33 ™ 1-Nonanol 144 CHH200 NIST21.LIE
DAL
Target:
(10,000 Base Peak: 56/10,000
1.0+ TR =%
3 £70
0.5+
i ‘I | i Vi
0.0 3 ; . ; .'|.' : |
40.0 45.0 s0.0 5.0 BO.0 B5.0 T0.0 Ta.0 80.0 85.0 0.0 95.0

(10,000) Eiase Peak: S6/10,000
j L T 53 5
o 5 ANV
i | ag
1| . 5 53 g5 |1 g || L
DD | ) 1) 1) 1 ) 1 1) ) 1) )
400 4510 a0 a1 B0 £4.00 0 7a0 a0.0 &0 a0 asn
2’2;41416161818110110_ Compound Name
[v Cuclopents ane, decamethyl- 3
il- [ Cyclopentasiloxane, decamethyl- [CA5) Dimeth FF0 C10H300 a.L
decametil 78 [T Benzoic acid, 2-[[timethylsilljoxy]-, timethylsiyl 282 C12H2203 WwILEY229L
78 [T Benzeneethanaming, M{(pentafluonopherlime 475 C2THZEFEMO NIST21.LIB
1.35792468.10-—81% 78 [T Benzeneethanamine, N-lpentafluoropherylme 475 C2IHZEFSNO NISTOS: LIG
TErE T 78 ™ Eenzoic acid. 2inimethwlsiblosl- timetholsivl 282 C13H22035i2 NIST0G LIB
=g
Target:
(210,000 Bise Peak: 7310,000
108 -
N o_ o_ / 05 %7
LTI L golts  8f .73 98 110 125133 154 162 179 193 207 2293 g3y 25 p 281
/ \ - 1) T 1 1 T 1 T
I I 500 75.0 100.0 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750
0. _0_ .0 1: 370 Cyclopentasiloxane, decamethyl-
(210,000 Eiase Peak: 7310,000
JANA A 1oy 78 T
j 0.5 Bt 267
ol X s L SEj0y 13 133 qa7  des 173 193 oo7 g oar 2 b
500 780 1000 1250 1500 1750 20010 2251 2500 2750

26

2-(4-metil-fenil) propan-2-ol —
81%

=
F

Compound Hame

Formula

Library

S ..alpha. 4-timethyl- [0 150 C10H140  wILEY224.
81 [T Berzenemethanol, .alpha...alpha. d-timethl- 150 C10H140 MISTZ1.LIB
21 [T Benzenemethanol, alpha... alpha. 4-timethypl- $5 p-Cymen-8-0f $3 1-Methyl-4-[ alpha, -hpdrosyisopr 150 C10H140 MISTO3zLIE
78 [T PARALCYMEN-BOL $% 150 C1I0H14 0 WwWILEY229.L1
74 [T Benzenemsthanaol, .alpha...alpha. A-timethpl- $% p-Cymen-8-of $3 1-Methyl-4-[ alpha, -hypdrosyisopr 150 C10H140 MISTOZ:LIB
73 [ 2Maphthalenal, 1.2-dihvdro-, acetate $$ 188 C12H1202  WIST107.LIB
*| &
Targat:
(10,000 Base Peak: 43/10,000
il I
0.5 135
ool 1, 5 ss 53 a7 773 el 10245 117 126 150
40 50 &0 70 a0 90 100 110 120 130 140 150

1:150: Benzenemethanol, .alpha...alpha. 4-timethyl- [CA5] p-Cymen-3-ol $3 P-CYMENE-8-0L $$ 8-Hydrosy-p-cymene $$ 2-(4-M ethylphenyl)-2-propanol $4 1-e

Base Peak: 43410,000

(310,000
10 2

=2 -
in
[T FTE

5

A50

133

=
=}

140 150
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Compound Hame

Formula

Library

) L $3% beta.-Hydromyethyl ph MIST107.LIB
2-fenoxietanol — 76% 76 [ Ethanol, 2-phenasp- §§ beta.-Hydiamyethyl ph 133 COH1002  NISTOSLIE
78 [T Ethanal, 2-phenosy- 138 CaH1002 MISTZ21.LIB
78 [T Ethanol, 2-phenosy- $5 beta -Hydnospethyl ph 138 CaH1002 MISTOS:zLIE
75 [T Ethanol, 2-phenosy- 138 CaH1002 MISTZ21.LIB
75 [ Ethanol, 2-phenosy- $3% beta -Hydioswethyl ph 138 CBH1002  WISTOSsLIB
0 elE 8
Target:
(10,0007 Biase Peak: 94/ 10,000
105 T
27 0 o 5_5 a
] | 55 66 ?r 115 133 28]
ool o [1 T, L - I . . . . .
50.0 750 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 2500 2750
1:138: Ethanal, 2-phenowy- $% .bata -Hydrouwethyl phenyl ether $% beta.-Phenaxwethyl alcohol $% Arozal $% Dowanal EP $% Ethylens glpeol monophenyl ether §
(10,0007 Biase Peal: 94/ 10,000
ﬂ 104 3 I
b B FE P
3 rr 138
] & 66 [Olj
0.0'( — i I| 13 | . . . . . :
50.0 Ta.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 2500 2750
= Compound Hame Formula Library
[# DODECAME $% C £
Dodecano — 93% 93 [ Tridecane [CAS) neTridecane $§ 184 C13H28  wiLEY229L0
33 [ Tidecane $% neTridecane $% Tridecane, n- $% 184 C13H28 MISTOB.LIE
33 [ Tidecane $% neTridecane $% Tridecane, n- $% 184 C13H28 MIST107.LIE
93 [ Trdecane [CAS] n-Tridecane 3% 184 C13H28 WILEYZ23.LI
93 I Heptadecane [CAS) n-Heptadecane $3 240 C17 H36 WILEY229.L1
A
Target:
1 lj|:><1 0,000 Base Pesk: 57/10,000
28 SR il
q ril
e e e e e D'S_: 4|1 ‘ 85 138
0.0l ; L1BE L ; =: 5133 L2 120 127
40 a0 [=10] 70 &0 a0 100 110 120 130
1:170: DODECANE $%
(10,000 Base Peak: 57/10,000
ﬂ 10T ==
- ] 7
0.5
1 ‘ 8s
DD:',|' Al 50 By = ; i 13 ; 12T
40 50 [=10] 7o 80 g0 100 110 120 1350
Compound HName
[v Decanal |
_ 0 35 [T Decanal 3% nDecaldehyds $3% nDecanal $5 n 156 C10HZ200 MISTOS:.LIEB
Decanal — 95% % [ Decand (CA5)nDecand $§ Deoyl dldehyde § 156 CIDHZ00  WILEY229.LI
95 [ Decanal $% nDecaldehyde $% n-Decanal $%n 166 C10H200  MISTOSLIB
95 [T Decanal $% n-Decaldehyde $% n-Decanal 3% n 166 C10H200 MIST107.LIEB
35 [ Decanal [CAS] nDecanal $% Decyl aldehyde $ 156 C10H200  WILEYZ29.LI
SR Y
Target
(110, 0007 Basze Peak: 43¢10,000
29 10 =g
o_.‘w/\/\/ 05 ‘ ‘ 71 a2 .
ool L] S |58| ||||| I|||I| | I '.'11'2 122
40 a0 511] 7o g0 g0 100 110 120
1:156: Decanal
(310,000} Biase Peak: 41/10,000
R 3 =
= AAAAY
0.5+ o
1 ‘ ‘ &7 | 82
oot L1, st s ||||| |||I. o %, s 2
40 =0 1] 7o g0 a0 100 110 120
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Undecane, 4.6-dimethyl- $%

Compound Mame

Formula

Library

v 8 NIST107.LIB
_di H _ 0, 92 [T Undecane, 4.6-dimethyl- [CAS] 184 C13H2 “wLEY229.L1
4 ’ 6 d im etl l un d ecano 9 2 /0 92 [T Undecane, 4. 6-dimethyl- $% 4.6-Dimethylundec 184 C13H28 MISTORLIB
92 [ Octane, 3.5-dimethyl 3 3.5-Dimethyloctane $ 142 C10HZ22 MISTORLIB
92 [T Decane, 26.7-himethyl- $% 184 C13H28 WIST107.LIB
92 [ Decane, 2.6.7-timethyl- 33 2.6,7-Trimethyldec 184 C13H28 MISTOB.LIE
o] &l 8
T arget:
(10,0007 Baze Peak: 57/10,000
30 1.0 T 7
\A/\r\/\r D.S—f 43 71 i
RN i 67| T = 3 113
D D 1 — 1 1 - 1 1 1 * T 1) 1 1 T
40 a0 =1 70 80 a0 100 10 120 130 140
1:184: Undecane, 4.6-dimethyl- 5
(10,000) Base Peak: 57/10,000
A o= 57 AR
= 1 % o
057 fl
3 o
oot Lols Bl &7 I‘ . B . e W3 . . 141
40 a0 =] 70 0] a0 100 110 120 130 140
Compound Name Library
i . 9 [ Undecane, 2.8-dimethyl- $3 2.8-Dimethplundec g g,
2 , 8-dimetilundecano — 91% 91 [ Undecane, 2,8dimsthyl- [CAS) 184 C13H28  WILEYZ29L
9 [T Undecane, 2.8-dimethyl- $3 184 C13H28 MIST107.LIB
91 [T Monane, 26-dimethyl- $% 2.6-Dimethyinonane 186 C11H24 MIST107.LIB
9 [T Monane, 2E-dimethyl- [CAS) 2 B-Dimethylhona 156 C11H24 WILEY229.LI
91 ™ Monane, 2 B-dimethyl- $% 2 6-Dimethylnonane 186 C11H24 MISTOR.LIE
elEls
Target:
(10,0007 Base Peak: 43/10,000
109 N
] a7
31 3 7
WY\/Y 05] ax
] Ly | Ll | 113 1 1.9
0o T T T T T T T T T
40 a0 =] 7o an an 100 110 120
1:184: Undecane, 2,8-dimethyl- $% 2 8-Dimethylundecane # $4
j 1 D(x1D,DDDJ Baze Peak: 43/10,000
E: 57 7 LA
j 0.5
E 41 g3
oot L L5 67| gz | . a7 83 _ 13 119
40 a0 s8] 70 a0 a0 100 110 120
Compound Hame: Formula Library
_ : _1_ _ 0, 89 [ 1-Octanol, 2butyl 260 :
2 bu“lOCtan 1 OI 89 /0 23 [ 1-Octanaol, 2-butpl- [CAS) 2-Butyl-1-octanol $3 2 186 C12H260  WILEYZ29.LI
83 [ 1-Octanol, 2-butyl- $3 2-Butyl-1-octanol $3 2-B 186 C12HZ60 MISTOB:.LIB
83 [~ 1-Heptanol. 2-propyl- [CAS) 2-Propyl-1-heptanol 158 C10H220  ‘WiILEY223.Ll
88 [ 1-Heptanol. 2-propyl- $% 2-Propylheptanal $% 2- 158 C10HZ20 MISTOS.LIB
88 ™ 1-Heptanol. 2-propyl- $% 2-Propelheptanol $$ 158 C10H220 WIST107.LIB
sl& 8
Target:
H (¢10,000) Base Peak 43/10,000
o3 aF 7
32 1 7
059 ‘ 69 ax
1 a9
5 o . | . | . |.| — | . 7 M3
'_'| 40 =20 =1] 7o = 0] a0 100 110
1:186: 1-0ctanal, 2-butyl-
(110,000 Baze Peak: 43410,000
ﬂ e T 33 FARAR
- ]
053 g3 ] 85
11 | 53 | 58 ||| a1 les a7 111
DD 1 1 1 ) 1 + 1 L I T L
40 =0 [=11] 70 &0 a0 100 110
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Hit#t| Similarity | Regist

Compound Hame Formula

Library

= en-1-0l $% .omega.-Decen-1-ol $% Decyl 156 C10H200 5
_O_ 1_ _ 0 2 [ 9Decenl-l 156 C10H200  MIST21.LIB
deC 9 en 1 OI 92 A) 92 [ 9Decen1-l 156 C10H200  MIST21.LIB
92 [ 9Decenl-ol $% .omega -Decen-1-ol $3 Decyl 156 CT0H200 MISTOS:LIE
9 [ 1.5MNonanediol $% .alpha...Omega.-Monanediol 160 CSH2002  WIST107.LIEB
9 T SDecenl-ol $% omeoa -Decen-1-ol$$ Decwl 156 C10H200  WIST107.LIEB
=L
Target:
(10,0007 Base Peak: 55/10,000
L
33 ] &
\/\/\/\/\/,. o 0.5 &1 163
h whl | I i 1
ool | il ] el i
) I I I I I I ) 1 I T 1 I
40 Al G0 70 ] a0 100 110 120 130 140 150 160
1:1586: 3-Decen-1-ol $% .omega.-Decen-1-ol $% Decylenic alcohol $% 3-Decenol $% .omega. -Decenol $% 1-Decen-10-ol $3
j 1 gl a.ouo) - Eiase Peak: 55/10,000
] i 67
o o ; LAY
1 I
podl 188 Jp 65 l]l, sl i R - i . . 138 . .
40 =] =11 70 a0 90 100 110 120 130 140 150 160
Compound Hame
. 57 W OATE $% 186 C11 H22 02
Pentil hexanoato — 87% 86 [ Hevanoic acid, 2-methplbutyl ester 186 C11HZ202  NIST21 LB
86 [T Hexanoic acid, 2-methylbutyl ester $3 2-Methyl 186 C11HZ202  MISTO8sLIB
85 [T Hewanoic acid, pentyl ester (CA5] Ampl hexoat 186 C11 HZ22 02 wWiLEY229.L1
85 [T Hexanoic acid, pentyl ester 186 C11H2202  MIST21.LIE
85 ™ Hewanoic acid. oentl ester 3% n-4mvl caoroate 186 C11HZ202  WISTOS8s.LIB
AlEAL
Target:
(10,000 Biase Peak: 43/ 10,000
105 e
34 o ] 70
\/\/\H/ ~TNTN 053 41 ‘ 57 a3 "7
] gs
0 e .!|| . |.| i 17 . [ .5 a7 . 18 127,
40 a0 [=11] o 1] a0 100 110 120
1:186 : AMYL HEXAMOATE $%
[0 000 Bage Peak: 437 10,000
ﬂ 15 e 70
< 3 99 17
0.5 ] =5 ‘
T ||| ss 53 | L 2 I @ #ss ar | . :
40 3l =1 7o 1] g0 100 110 120
Compound HName
W c Ecanong 170 C X
[ 2Undecanone [C45) 2Hendecanone $$ Met 170 C11H220  WILEY2249.LI
I _ 0 90 [ 2-Trdecanone [CAS) Methyl undecyl ketone $ 198 C13H2E0  WILEY225.LI
undecan 2 ona 90 /0 30 [ 2-Tidecanone 198 C13H260  NIST21.LIB
83 [ 2Undecanone ([CA5) 2-Hendecanone $3 Met 170 C1THZ20  WILEY229.LI
83 I 2-Undecanone 170 C11H220  MIST21.LIB
ol gl &
Target:
(10,000 Base Peak: 58/10,000
a5 107755 B
\H/\/W\/ 0-5—; Lo il ae 163
! DD:"|" il " I N
- 1 1 1 1 1 I T I 1 T 1
40 a0 =] 70 &0 a0 100 110 120 130 140 150 160
1:170: 2-Undecanane
(210,000 Base Peal; 5810,000
ﬂ 10— 7 -
- ]
0.5+ L
] 3 7
o3 liles Ll i jo_ 85 95 110 12T . s
40 a0 [=1] 70 &0 a0 100 110 120 130 140 150 160
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3 Compound Name Formula Library
34 | Dodecane, 4.6-dimethyl- $5 98 NIST107.LIB
i . 94 [T Dodecane, 4.6-dimethyl- [CAS) 198 C14H30 WLEY229.LI
4’6_d|met||d0decan0 — 949 94 [ Dodecane, 4.6-dimethyl- $3 4.5 Dimethyldadec 198 C14H30 MISTOS.LIE
94 [T Monane, B-[2-methylpropl)- $5 184 C13H28 HIST107.LIB
94 [T Monane, B-[2-methylpropyl)- $3 5 zobutplnonan 184 C13H28 MISTOS.LIE
94 ™ Monane. 512-methvlorooull- ([CASTOCTAMNE . 4- 184 C13H28 WILEY229.LI
oA
Target:
(c10,000) Biase Peak: 57/10,000
10 Ed 7
36 0] e
3 ‘ o 169
ool glgs gl e L NN 141 5 .
40 =0 [=10] 70 80 a0 100 110 120 130 140 150 160 170
1:198 : Dodecane, 4.6-dimethyl- $%
(10,0007 Biase Peak: 57/10,000
A 1oy =7 = AT
j 0.5
1 g5
00 I|. sl es S 1] AR b 2 141 s .
40 50 &0 70 30 an 100 110 120 130 140 150 160 170
s Compound Hame
86 [ Monane, 1-iodo- $% n-Monyliodide $$ Nonwlio 254 CAH14l :
85 [T Decane. 3.7-dmethyl $3 3.7-Dimethyldecane 170 C12H26 MISTOS.LIB
lodononano — 86% 85 [ Decane, 3.7-dimethyl §3 170 CI2H26  NISTI07.LIE
84 [ 4-Heptanone, 3-methyl- $3 3-Methyl-4-heptano 128 CBH160 MISTOE.LIE
84 [ Butane, 2.2-dimethyl- $3 Meohexane 3 2.2-Di 86 CEH14 NISTOE.LIE
84 ™ 4-Heptanone. 3methyl- $3 3-Methyl-4-heptano 128 C8H1E0 MIST107.LIE
oL
Target:
(10,0007 Baze Peak: 43¢ 10,000
L g g
! 71
37 ]
N P 5w i
! 1] 0 |
003 I ] h
1) 1) 1) 1) 1) 1) 1) 1) 1) 1)
40.0 45.0 a0.0 25.0 50.0 55.0 ¥o.0 5.0 0.0 §5.0
1: 254 : Monane, 1-iodo- $3 n-Monyl iodide $% Nonyl iodide $3 1-n-Monyl iodide $3 1-lodononane $3%
(310,000} Base Peak: 43/ 10,000
j a5 14 7
=l osdw AN G
00 : T | + T T =t ! T BIS 2 — T L3 T T
40.0 45.0 0.0 55.0 B0.0 E5.0 0.0 75.0 80.0 85.0
210 C15H30 MIST21.LIB
270 C18H380  WILEY229Ll
_ 0, [T Hexadecane, 1-chlom- 260 C1BH33CI  MIST21.LIE
P € ntad ecano 8 9 /0 23 [T Hexadecane, 1-chloo- (CAS] 1-Chlorohesadec 260 CI6H33CL  wWILEY229.Ll
23 [~ 1-Dodecanol 186 C12H260 HIST21.LIB
23 [T 3Tetradecens, [Z)- $$ 196 C14H28 MHIST107.LIB
slzls
Target:
4 p10,000) Baze Peak: 43/ 10,000
38 - E
S N N NN 05 83
] = 177
E | LAY 135 148 g3 | 20 267
' 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500
1: 210 1-Pentadecens
4] 1.0(:"1030003 = Base Peak: 43/10,000
- ] 63 3
= s ar \VAVAVAVAVAVAVS
] i 111
ool h . |h‘ ?II L 135 140 154 12 I .
0.0 5.0 100.0 1230 150.0 175.0 200.0 2250 250.0
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39

2,6-ditert-butil-4-metilfenol —
94%

g Compound Hame
Pheni

Formula

Library

1: 220 : Phenal, 2 6-bis(1.1-dimethylethyl]-4-rmethyl- [CAS) 4-Methpl-2 B-ditert-butylphenol $3% BHT $$ P 21 $3 CAD 34340 29 $3 CA0 1 $3 A0 4K $3 DEPC $3 F

9 W enal, 2, [1.1-dimathylethyl)-4-methyl- [CA

92 [ Phenol. 2B-bis(1.1-dimethylethyl)-4-methyl- [CA 220 C15H240  WwWILEY229.L

92 [~ Butlated Hydrosptoluene 220 C15H240 MIST21.LIB

92 [ Phenol. 26-bis1.1-dimethylethyl)-d-methyl- [C4 220 C15H240  WwILEY229.U

91 [T Butylated Hydioxytoluene $% Phenol, 2,6-biz(1, 220 C15H240 MISTOB.LIE

91 ™ Buwlated Hedroswtoluene $3 Phenol. 2 6-bisl1. 220 C15H240 MWIST107.LIB

elals
Targeat:

(10,000 Biase Peak: 205/ 10,000
1.0 =
05 57 -
ool S . T 105 115121 131 145 161 177 191 | |

' 00 750 100.0 1250 150.0 175.0 200.0

(:10,000) Base Peak: 205/10,000
j 104 205
j 0-5-5 57 \¢r
1 220)
ool — 7 8 %, 195 wsiy g 145 8 T’IT 189 I 1
50.0 75.0 1000 1250 150.0 175.0 200.0
Formula
92 |— e El.
92 [T Heradecane [CAS) n-Hexadecane $4 Cetane 226 C16 H3 WILEY223.LI
Hexadecano — 92% 82 [~ Hesadecare $% n-Cetane $$ n-Hevadecans ¢ 226 C16H34  MISTOR:LIB
92 [T Tetradecane [CAS) n-Tetradecane $4 [sotetra 198 C14 H30 WILEY229.LI
92 [T Undecane, 4-ethyl- [CAS) 184 C13H28 WILEY229.LI
92 T Undecane, 4-ethyl- $% 184 C13H28 MIST107.LIB
ez s
Target:
(:10,000) Base Peak: 43/10,000
1074 Erd
40 ] 7o
0.5 o7
R N W W T Vo e E
- |,| | 5 W 13 q2r 1=
s0.0 750 100.0 1250 1500 175.0 200.0 2250 2500
1: 226 : Hexadecane
{x10,000) Bisse Peak: 57/10,000
- 1o Ta 5
Sl n VAAMAAAAN
0.5 85
ool -l Al és 93 A R A - WA - - [ UM 15 ; 226 ;
50.0 750 100.0 1250 1500 175.0 200.0 2250 2500
5 Compound Name Formula Library
H _ _ 37 |  Diethyl Phthalate ?H1404 21.LIE
dletll benzeno 1’2 97 [ Diethyl Phthalate $% 1.2-Benzenedicarbosylic 2 222 C12H1404 08z LIB
i . 95 [~ DIETHYL PHTALATE $$ 222 C12H14 04 WILEY229.LI
dicarboxilato — 97% 96 [ Diethyl Phthalate 222 C12H1404  MISTZLLIB
95 [ Diethyl Phthalate $% 1.2-Benzenedicarbosylic a 222 C12H1404  NISTOELIE
94 [ 1,2Benzenedicarboxylic acid, disthyl ester [Ca 222 C12H14 04 WILEYZ29.L
ol &
Target;
[=10,000) Base Peak: 149710,
11 1.0% TIa
o 0. -° 05 s -
opdE S0 B i F0p 13 ga | 164l 155 _
) 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
o 1: 222 Diethyl Phihalate
(=10,000) Baze Peak: 1458/ 10
L g 5
j 05 ES/LA
53 177 SR,
o5 7w s 13w | 163 13 .
500 750 100.0 1250 1500 1750 2000
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‘Him|5imilar1ﬂegis| Compound Name | Mol Wl| Formula Library
Di-izobutyl phthalate $% 278 C1I6H2204 WILEY223.L1
VW 1.2Be arbos id. bis{2-methylprop 2 EHZZ 04 W

[~ 1.2-Benzenedicarboxylic acid, bis(Z-methylprop 278 C16H2204  NISTOSz.LIB
[ 1.2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester [Ca 278 C16H22 04 wiLEY229.L1
r
r

bis(2-metilpropil) benzeno-
1,2-dicarboxilato — 89%

1.2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester [CA 278 C16H22 04 wiLEY229.L1
1.2-Benzenedicarboxylic acid, bisZ-methylprop 278 C16H2204 wiLEY223.LI

g

Target:
(10,0007 Base Peak: 149710000
1o T8
EEP 57 225
polild 65 gz 104 121 .' 167 . A
50.0 5.0 100.0 125.0 150.0 1750 2000
2:278: 1 .2-Benzenedicarboxylic acid, biz[2-methylpropyl) ester [CAS] lsobutyl phthalate $% |SOBUTYL O-PHTHALATE $$ DHSOBUTYL PHTHALATE $$ Diisol
j 1 .U(:)d 0,000 5 Baze Peak: 25/ 10,000
1 &
E 57 293
o.0-Lulul kg 76 BT 83 104 195121 qaz | 187 205
- 1) ) 1 1 1 T 1
a0.0 Ta.0 100.0 125.0 150.0 1750 2000

Compound Hame
ecanal $3 n-Cetyl alcohol $3 n-Hexad . &1k LB
MIST21.LIE

[T 1-Hexadecanol 242 C1EH340
839 [T 1Hexadecanol [CAS) Cetal $% Ethal $% Ethol § 242 C1I6H34 0 WILEYZ29.L1
1.2 _ 0, 83 [ rnHeptadecanoll $% 1-Hydroxyheptadecane $ 256 C17H360 MISTO3:.LIB
H exadecan 1 Ol 89 /0 83 [T 1-Heptadecanol [C45) n-Heptadecanol $3 He 256 C17H360  WwiLEY223.L
83 ™ 1-Heptadecanol 256 C17HIE0 MIST21.LIE
.l
Target:
(10,0007 Biase Peak: 57/ 10,000
1.0 38
3 ) an
05 &
P e W W e a Vot E ‘ 111 251
DD__ 1 | 1 1 1 1 1 1 1
50.0 750 100.0 1250 150.0 1750 200.0 2250 2500 2750
1: 242 1-Hexadecanol $3 n-Cetyl alcohal $3% n-Hexadecan-1-ol $% n-Hexadecanal $3 n-1-Hexadecanal 3 Adal 52 $% Adal 52 NF $% Adol 54 $F Aldol 54 $3 Alfc
(10,0007 Base Peak: 43/ 10,000
Al 10gET
r 3 By 53
0.54
E ‘ M I
ool il | o133 154 168 196

50.0 750 1000 1250 1500 175.0 2000 2250 2500 2750




