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RESUMO 

 
 

Zika é uma doença que pertence ao gênero flavivírus, um membro da família flaviviridae. A 

doença foi originada pelo vírus (com mesmo nome do patógeno) e se tornou um problema de 

saúde pública mundial devido a associação com microcefalia em fetos humanos. Em 2015, o 

Brasil se tornou o epicentro do surto de Zika, com alto potencial de expansão geográfica para 

outros países. Flavivírus têm resíduos de aminoácidos altamente preservados na glicoproteína 

E, com potencial para ser covalentemente modificado com catecóis e seus derivados. 

OBJETIVO: Este trabalho investigou no primeiro momento a interação de aminoácidos da 

glicoproteína E do envelope do vírus da Zika com um derivado de catecol, a Fenilfluorona in 

silico, e posteriormente avaliou os efeitos da interação desse composto com o vírus em culturas 

celulares. METODOLOGIA: Foram analisados os possíveis locais de ligação da Fenilfluorona 

com resíduos de aminoácidos da glicoproteína E in silico. A concentração não citotóxica da 

Fenilfluorona em linhagem de glioblastoma U-251 foi identificada por teste de viabilidade 

celular. Comparou-se a infectividade do vírus selvagem (não modificado com Fenilfluorona) 

com a do vírus modificado em cultura de células Vero pela formação de unidades formadoras 

de placas (PFU). Investigou-se a expressão de citocinas TNF, IL-8 e IL-10 pelas células U-251 

por ELISA RESULTADOS: Os resultados demonstraram que a Fenilfluorona interage de forma 

mais estável com o ectodomínio I da glicoproteína E do Zika vírus. A linhagem U-251 de 

células de glioblastoma são resistentes a concentrações de Fenilfluorona menores que 49,9 µM. 

O vírus modificado com Fenilfluorona na concentração de 499 µM mostrou redução na 

titulação viral em células Vero. Não houve alteração na expressão das interleucinas TNFe IL- 

10 em células Vero infectadas com o vírus modificado, mas a produção de IL-8 em células 

infectadas pelo vírus modificado foi maior do que em células controles não infectadas. 

 
 

Palavras-chave: Zika vírus. Biologia celular. Fenilfluorona. Interação molecular. 
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ABSTRACT 

 
 

Zika is a virus that belongs to the Flavivirus genus, a member of the Flaviviridae family. The 

disease originated by this virus (that has the same name of the pathogen) has become a 

worldwide public health problem due to its association with microcephaly in human fetuses. In 

2015, Brazil became the epicenter of the Zika outbreak, with high potential for geographic 

expansion to other countries. Flaviruses had high preserved amino acid residues in glycoprotein 

E that may be potentially covalently modified by catechols and their derivatives. OBJECTIVE: 

This work investigated for the first time amino acid interactions of the glycoprotein E from Zika 

virus envelope with a catechol derivative, Phenylfluorone, in silico, and evaluated the effects 

of this interaction with the virus in cell cultures. METHODOLOGY: The binding sites of 

phenylfluorone with amino acid residues of glycoprotein E in silico were analyzed. The non- 

toxic concentration of Phenylfluorone in U-251 glioblastoma cells was identified by a cell 

viability test. We compared the infectivity of the wild virus (not modified with Phenylfluorone) 

in parallel to the modified virus in Vero cell cultures by viral titration. We investigated the the 

expression of cytokines TNF, IL-8 and IL-10 by U-251 cells by ELISA. RESULTS: The results 

demonstrated that Phenylfluorone interacts more stably with the ectodomain I of glycoprotein 

E. U-251 glioblastoma cells are resistant to Phenylfluorone at concentrations lesser than 49,9 

µM. The virus modified with Phenylfluorone at a concentration of 499 µM showed a viral titer 

reduction in Vero cells. There was no change in expression of TNF and IL-10 in cells infected 

with the modified virus. However, the production of IL-8 was greater in cells infected with the 

modified virus than in non-infected control cells. 

 
 

Keyword: Zika virus. Cell biology. Phenylfluorone. Molecular interactions. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

1.1 O VÍRUS DA ZIKA 

 
 

O vírus da Zika (ZIKAV) é um arbovírus que pertence ao gênero Flavivírus, família 

Flaviviridae (YUN; LEE, 2017). Os flavivírus são patógenos capazes de gerar altas taxas de 

morbidade e mortalidade (CHONG et al., 2019), dentre eles encontram-se os vírus: da Dengue 

(DENV) (BORCHERING et al., 2019), da Febre do Oeste do Nilo (WNV) (MISHRA et al., 

2019), da Febre Amarela (YFV), (ABÍLIO et al., 2020; DE THOISY et al., 2020) e Encefalite 

Japonesa (JEV) (CHEN et al., 2017); alguns destes vírus se tornaram emergentes no mundo 

todo (CHONG et al., 2019). 

O ZIKAV foi isolado pela primeira vez em abril de 1947, a partir do soro de um macaco 

Rhesus enjaulado na floresta Zika (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). A primeira evidência 

de infecção humana por este vírus foi relatada na Nigéria, em 1952, quando Smithburn 

demonstrou a presença de anticorpos neutralizantes em soros de pacientes da África Oriental 

(SMITHBURN, 1952). Por muito tempo os casos de Zika foram esporádicos, sem registros de 

grandes prejuízos à saúde dos contaminados (HAYES, 2009; KAMGANG et al., 2020) e 

limitados aos continentes africano e asiático. 

A partir de 2007 os casos de surto da doença começaram a ser relatados em outros 

continentes. O primeiro, por médicos da Ilha Yap, em um arquipélago dos Estados Federados 

da Micronésia (DUFFY et al., 2009). A partir de então a doença se espalhou rapidamente pelo 

mundo. Foram documentados surtos de casos na Polinésia Francesa (CAO-LORMEAU et al., 

2014), Haiti (LEDNICKY et al., 2016), Estados Unidos (MCALLISTER et al., 2020), Porto 

Rico (VALDES et al., 2019), entre outros países. 

O vírus pode ter chegado no Brasil através da entrada de atletas e turistas estrangeiros 

que vieram a eventos esportivos, que antecederam a Copa do Mundo de 2014 (FARIA et al., 

2016). Em novembro de 2014, em Pernambuco e Rio Grande do Norte, notou-se um surto de 

uma doença exantemática com padrão clínico diferente do vírus da dengue (DENV). Contudo, 

o primeiro caso autóctone de transmissão no país foi notificado apenas em maio de 2015 

(CAMPOS et al., 2015). 

Em pouco tempo, outros estados nordestinos constataram alta incidência de doenças 

com os aspectos clínicos muito semelhantes. Nesse período, amostras do soro de pacientes na 

Bahia foram coletadas e submetidas a extração de RNA para uma região do gene do envelope 

do ZIKAV, em seguida a infecção nesses pacientes foi confirmada (CAMPOS; BANDEIRA; 
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SARDI, 2015). Após a primeira detecção na Bahia, depois de surtos na população, mais uma 

arbovirose endêmica, além de DENV e Chikungunya (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015), 

começou a circular pelo país; um novo desafio surgiu no Brasil. 

A infecção com ZIKAV pode causar graves complicações neurológicas: a síndrome de 

Guillain-Barré em adultos (ANGELO, et al., 2020; SIMON, et al., 2018) e microcefalia em 

neonatos (CHIU, et al., 2020). O efeito teratogênico não é documentado em outros flavivírus 

(FAUCI; MORENS, 2016). Estes dados levaram a comunidade científica a estudar intervenções 

emergenciais, uma vez que o mecanismo patogênico da doença ainda não é completamente 

compreendido (AGRELLI et al., 2019). 

Diante deste cenário o comitê de emergência em saúde pública da Organização Mundial 

de Saúde (OMS) declarou que a disseminação do ZIKAV é uma emergência de preocupação 

internacional, chamando atenção para seu controle e, principalmente, para a importância do 

financiamento em pesquisas e controle de vetores (GULLAND, 2016). 

 
1.2 TRANSMISSÃO E SINTOMAS 

 
 

O ZIKAV é transmitido majoritariamente pela picada de mosquitos fêmeas infectadas 

durante o repasto sanguíneo. As principais espécies responsáveis pela disseminação da doença 

são Aedes aegypti e Aedes albopictus (GUO, et al., 2020). Estudos recentes em diferentes 

regiões do mundo demonstram que o potencial de propagação do ZIKAV está associado ainda 

a outros fatores, tais como, o aumento da acessibilidade de viagens aéreas, urbanização, fatores 

ambientais, condições climáticas, hábitos de vida e perfil imunológico da população. Desta 

forma, existe um risco potencial de surtos de infecção urbana, desde que o mosquito vetor esteja 

presente (FARIA et al., 2016; GURUNG et al., 2020; HARRIS; CALDWELL et al., 2019). 

O material genético do vírus tem sido identificado em uma diversidade de fluidos 

corporais: saliva (GURUNG et al., 2020; HUITS et al., 2020), sêmen (BAGASRA et al., 2017; 

MUSSO et al., 2017), urina (GOURINAT et al., 2015), fluído amniótico (ALBUQUERQUE et 

al., 2018), e leite materno (CONZELMANN et al., 2019). O ZIKAV é o único flavivírus que 

pode ser transmitido através de relações sexuais (HILLS et al., 2016). 

Embora um estudo recente forneça evidências de que a transmissão possa ocorrer 

através da amamentação, fornecendo uma descrição clínica com dados genômicos e virológicos 

detalhados (BLOHM et al., 2018), esse tipo de transmissão tem sido amplamente discutido, 

basta verificar alguns estudos que descrevem a inativação do vírus nas condições fisiológicas 

de armazenamento do leite nas mamas por ação das lipases da fração de gordura do leite 
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materno (CONZELMANN et al., 2019). Pfaender e colaboradores demonstram que o ZIKAV 

é inativado no leite materno armazenado em temperaturas em torno de 4 °C (PFAENDER et 

al., 2017). 

Dos indivíduos infectados com o ZIKAV, aproximadamente 20% das pessoas 

apresentam os sintomas da doença (HABY et al., 2018), sendo os mais comuns: dor de cabeça, 

febre baixa, dor nas articulações, conjuntivite não purulenta, manchas vermelhas na pele, 

coceira e vermelhidão, sintomas que muitas vezes podem ser confundidos com os de outras 

infecções por arbovírus endêmicos, como a Dengue e Chikungunya. (HEUKELBACH; et al., 

2016; SARDI et al., 2016). 

Normalmente, a evolução é benigna e os sinais desaparecem de forma espontânea entre 

1 a 5 dias (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). As manifestações clínicas severas são raras 

(KAZMI et al., 2020; SAIZ et al., 2016). 

Os principais tipos de linhagens do ZIKAV foram identificados a partir de análises 

filogenéticas e são de origem africana ou asiática (HADDOW et al., 2012). As diferenças 

intrínsecas na patogenicidade/ virulência das cepas são responsáveis por diferenças nas 

apresentações clínicas, pois enquanto o fenótipo da cepa asiática favorece a propagação do vírus 

por induzir menos morte celular, as cepas da linhagem africana causam infecções mais agudas 

e induzem a morte celular precocemente (SIMONIN et al., 2017). 

Coletivamente os dados epidemiológicos e de sequenciamento genético corroboram a 

hipótese de que as cepas epidêmicas do Brasil surgiram por meio de mutações da linhagem 

asiática, em eventos que ocorreram no estado de Yap e na Polinésia Francesa (GOODFELLOW 

et al., 2018). A cepa mais frequente no Brasil demonstrou homologia com a cepa de origem 

asiática (ZANLUCA et al., 2015), contudo, um recente estudo apresenta evidência de que a 

circulação de cepas da linhagem africana no país não é recente (KASPRZYKOWSKI et al., 

2020). 

 
1.3 ZIKA E A MICROCEFALIA 

 
 

Muitas investigações têm se dedicado a estudar os efeitos do ZIKAV em células do 

sistema nervoso, principalmente devido à síndrome de Guillain-Barré (SIMON et al., 2018) e 

à microcefalia (CAPLIVSKI, 2019; OLSON et al., 2019), ambas são associadas de modo 

frequente à infecção humana pelo vírus. Das diferentes formas de acometimento do sistema 

nervoso central pela doença, as consequências mais graves e duradouras estão relacionadas à 

infecção cerebral do feto no útero (GUTIÉRREZ SÁNCHEZ et al., 2019), o que ocorre muitas 
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vezes quando a gestante é contaminada no primeiro trimestre da gestação (HARVILLE et al., 

2020). 

Um importante estudo foi realizado com uma gestante que apresentou quadro febril com 

erupção cutânea no final do primeiro trimestre de gravidez. A ultrassonografia realizada com 

29 semanas de gestação revelou microcefalia. Depois que a mãe solicitou a interrupção da 

gravidez, uma autópsia fetal foi realizada. Além de microcefalia, observou-se no cérebro: 

hidrocefalia, calcificações distróficas multifocais, e substância branca subcortical, com 

deslocamento cortical associado e inflamação cerebral fetal. O exame de reação em cadeia da 

polimerase com transcrição reversa em tempo real (RT-PCR) identificou material genético do 

ZIKAV no cérebro do feto (MLAKAR et al., 2016). A partir disto, outros estudos mostraram a 

presença do vírus no tecido cerebral de fetos microcefálicos (SARNO et al., 2016). 

O ZIKAV alcança o feto através da placenta e atinge as células do sistema nervoso 

central em desenvolvimento, gerando lesões graves que comprometem o desenvolvimento 

neurológico (CHIU et al., 2020; JABRANE-FERRAT; VEAS, 2020). Nestas circunstâncias, 

algumas crianças infectadas durante a gestação podem nascer sem alterações na circunferência 

da cabeça, mas posteriormente apresentar complicações como convulsão, atraso no 

desenvolvimento neuropsicomotor, além de deficiências auditiva e visual (DE QUENTAL et 

al., 2019). 

A entrada do vírus parece ser mediada pelo receptor AXL, que é altamente expresso em 

glia radial e células tronco neurais humanas do córtex cerebral de fetos, tornando as células 

particularmente vulneráveis e susceptíveis a infecção por esse vírus (NOWAKOWSKI et al., 

2016; STRANGE et al., 2019). 

Embora a doença provoque graves danos neurológicos, infelizmente ainda não há 

tratamento específico (BERNATCHEZ et al., 2020). Além disso, a rápida disseminação, as 

diferentes maneiras de transmissão do ZIKAV e a iminência de novos surtos tornam urgente a 

necessidade de investigar a fisiopatologia da doença. Desta forma, os vírus atenuados com 

efeitos deletérios reduzidos é uma excelente ferramenta para o estudo e desenvolvimento de 

terapias medicamentosas, assim como para a fabricação de vacinas, haja visto que podem 

manter a capacidade de ser reconhecidos pelo sistema imune. 
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1.4 A ESTRUTURA DOS FLAVIVÍRUS 

 
 

A estrutura do ZIKAV é comum à dos demais flavivírus: esférica, icosaédrica, com 

superfície lisa, diâmetro de aproximadamente 500 Å, com núcleo denso de elétrons e cercado 

por uma bicamada lipídica (KUHN et al., 2002). 

Seu genoma é constituído por RNA fita simples (11 Kb de comprimento, 

aproximadamente) com polaridade sentido positivo e fase aberta de leitura longa e alternada 

por regiões não codificantes (LINDENBACH; RICE, 2003). 

O material genético codifica sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4, NS4B, NS5) e três proteínas estruturais, tais como: proteína do capsídeo (C), proteína 

precursora de membrana (prM) e glicoproteína E (PTNE) (GÖERTZ et al., 2018); 

(LINDENBACH; RICE, 2003). 

As sete proteínas não estruturais em conjunto coordenam atividades voltadas para 

replicação, montagem, proteólise e maturação do vírus (LINDENBACH; RICE, 2003). As 

proteínas estruturais que formam o arcabouço da partícula viral são formadas pela proteína do 

capsídeo (C), que é responsável por envolver e proteger o material genético, bem como a 

proteína precursora de membrana (prM), que participa da formação do envelope viral e 

desempenha um importante papel no dobramento e na manutenção da glicoproteína E, 

componente fundamental para o reconhecimento e a entrada do vírus nas células do hospedeiro 

(AKHRAS et al., 2019; DAI et al., 2016). 

 

Figura 1 - Imagem da estrutura do ZIKAV. A imagem foi criada usando o MOL* (código PDB 
5IRE) A glicoproteína E na superfície da partícula viral está arranjada em estruturas tipo “balsas” 

demonstradas em vermelho, verde e azul. 

Fonte: Elaborado pela autora 
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1.5 A GLICOPROTEÍNA E DOS FLAVIVÍRUS 

 
 

A glicoproteína E do envelope de partículas virais é uma estrutura fundamental para a 

entrada do vírus nas células, portanto, muitas pesquisas têm investigado o papel dessa proteína 

no planejamento de inibidores de entrada/fusão viral. Toda a superfície externa do ZIKAV é 

revestida por 180 unidades de glicoproteína E arranjadas em três homodímeros antiparalelos 

(KOSTYUCHENKO. et al., 2016). 

A figura 2 apresenta um monômero da glicoproteína E. Cada monômero possui 

domínios distintos que desempenham importantes papéis na adsorção do vírus com a membrana 

celular do hospedeiro (AGRELLI et al., 2019; CARBAUGH; LAZEAR, 2020; GIRALDO et 

al., 2020) 

O ectodomínio I (DI) tem sua função associada com a estabilização e orientação geral 

da glicoproteína E, encontrando-se localizado entre os domínios EDII e EDIII. O EDII apresenta 

uma ligação dissulfeto altamente conservada no peptídeo do loop de fusão (LF), além de ser um 

domínio hidrofóbico fundamental na adsorção do vírus com a membrana endocítica da célula 

durante o ciclo viral (MODIS et al., 2004). O EDIII se alonga verticalmente para fora da 

superfície da partícula e apresenta locais de reconhecimento e ligação com receptores da célula 

alvo (CABRAL-MIRANDA et al., 2019), além disso, o EDIII é considerado o principal alvo 

para neutralização por anticorpos (ZHAO et al., 2016). 

O segmento transmembrana do vírus possui duas porções que se ligam entre si por uma 

alça com domínios catiônicos anfipáticos em forma de hélice, o TM1 e TM2, que ancoram os 

ectodomínios na membrana do envelope do vírus (ZHANG et al., 2017). 

As comparações sequenciais e estruturais da glicoproteína E do ZIKAV com outros 

flavivírus mostram que partes da proteína E (figura 2), se assemelham muito aos vírus 

neurovirulentos do Nilo Ocidental e encefalite japonesa, enquanto outros são semelhantes ao 

vírus da dengue (DENV) (KOSTYUCHENKO et al., 2016). 

A similaridade na sequência de aminoácidos da glicoproteína E dos flavivírus sugere 

uma conformação necessária nas funções desta proteína, e alterações nestes aminoácidos pode 

influenciar nas interações com receptores das células do hospedeiro durante a infecção. 



26 
 

 

 

 

 

Figura 2 - A estrutura da Glicoproteína E do ZIKAV (código PDB 5IRE) . A imagem foi criada 
usando o MOL* (código PDB 5IRE) . O domínio DI está representado na cor vermelha, o DII na 

cor amarela, o DIII na cor azul, e o domínio transmembranar na cor rosa. 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

1.6 A FENILFLUORONA COMO AGENTE ANTIVIRAL 

 
 

O desenvolvimento de novas vacinas e medicamentos contra o ZIKAV é desafiador, e 

vários pontos específicos para as infecções contra ZIKAV aumentam essa dificuldade, tais 

como, reações cruzadas com outros flavivírus, segurança para gestantes, e eficácia 

(MASMEJAN et al., 2018). Nesse sentido muitos estudos estão sendo realizados para o 

desenvolvimento de vírus atenuado e drogas com atividade antiviral contra o ZIKAV. 

A 9-fenil-2,3,7-trihidroxifluorona é um derivado de catecol que pertence à classe das 

fluoronas. A substância pode ser encontrada na literatura com outras nomenclaturas, tais como, 

fluorona black, fenilfluorona e fluorona (PubChem); estruturalmente formado a partir de um 

anel triplo e rígido de xanteno que fornece propriedades fluorescentes se submetido a feixe de 

luz UV em comprimento de onda de 450 nm e observada sua emissão em 553 nm (HEPEL; 

STOBIECKA, 2018). Devido às suas propriedades químicas e estruturais, numerosos estudos 

utilizam a substância como corante (HAVLÍKOVÁ et al., 2013). 

O catecol mais simples (1,2-dihidroxibenzeno) é um metabólito de hidrocarboneto 

aromático de benzeno. Suas hidroxilas fenólicas sofrem auto-oxidação, especialmente em pH 

maior que 9 (MAIER; BERNT; BUTLER, 2018). A rápida oxidação leva à produção de 

espécies reativas de oxigênio capazes de alterar biomoléculas por estresse oxidativo 

(BARRETO et al., 2009; LI et al., 2018). As quinonas reativas resultantes da oxidação dos 

DI 

DII 
DIII 
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catecóis se ligam covalentemente às proteínas. Não há na literatura relatos sobre a modificação 

desses aminoácidos na glicoproteína E do ZIKAV por fenilfluorona. 

Alguns trabalhos demonstraram que compostos derivados de catecol possuem atividade 

contra uma variedade de vírus (CALLAND et al., 2012; CARNEIRO et al., 2016; FERRAZ et 

al., 2019; IDE et al., 2016). Os efeitos antivirais dependem da posição e estrutura dos grupos 

ligados ao esqueleto aromático, mas normalmente inibe a entrada do vírus na célula hospedeira 

(CARNEIRO et al., 2016). 

Derivados de catecol atuam de forma dose-dependente sobre a viabilidade e morte 

celular, principalmente por apoptose (DE OLIVEIRA et al., 2010). Um trabalho recente 

demonstrou que compostos fitoquímicos derivados de catecol têm potencial para inibir a 

proliferação do ZIKAV, entre eles a baicalina, através da interação com a glicoproteína E, assim 

como a epigalocatequina e a catequina, que exibiram alta energia de interação por ponte de 

hidrogênio com resíduos de aminoácidos da proteína não estrutural NS3, essencial para a 

replicação do vírus (SANGEETHA et al., 2020). 

Desta forma, vários estudos in silico e com diferentes linhagens de células têm sido 

desenvolvidos para demonstrar que derivados de catecol tem atividade antiviral através da 

limitação da entrada e replicação do vírus nas células do hospedeiro (CARNEIRO et al., 2016; 

CALLAND et al., 2012), no entanto, não foi encontrado nenhum estudo com fenilfluorona 

como agente antiviral. 

 
1.7 NEUROINFLAMAÇÃO EM TECIDOS CEREBRAIS 

 
 

As respostas inflamatórias que são centralizadas dentro do cérebro e da medula espinhal 

são geralmente referidas como "neuroinflamatórias" (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 

2016). A neuroinflamação dentro do sistema nervoso central envolve vários tipos de células 

que coordenam suas respostas secretando uma infinidade de mediadores inflamatórios. Estes 

fatores ativam múltiplas cascatas de sinalização para orquestrar resposta inflamatória inicial,  

assim como para restaurar as lesões subsequentes (MOCKENHAUPT; GONSIEWSKI; 

KORDULA, 2021). 

As células da microglia são as células imunes inatas mais proeminentes no cérebro para 

ativação da inflamação, no entanto, outros tipos de celulares residentes do sistema nervoso 

central, incluindo astrócitos e neurônios, participam da resposta inflamatória (LEDUR et al., 

2020, VOET et al., 2019). 
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Após a ativação da neuroinflamação há uma indução da resposta imune inata, para a 

secreção de citocinas inflamatórias. (VOET et al., 2019). Tem-se relatado que a 

neuroinflamação causa e acelera doenças neurodegenerativas a longo prazo, desempenhando 

um papel central no desenvolvimento precoce de doenças crônicas, incluindo demência 

(LYMAN et al., 2014). 

A infecção por ZIKAV causa neuroinflamação aguda e crônica, além da ruptura da barreira 

hematoencefálica como resultado do aumento da expressão de quimiocinas e interleucinas, que 

persistem por muito tempo a partir da infecção viral (PANGANIBAN et al., 2020). Estas 

moléculas desempenham um papel fundamental tanto na regulação do tráfico de linfócitos 

através da barreira hematoencefálica, quanto na mediação da reparação de tecido neural 

danificado. Diante disso, investigar se vírus atenuado pode alterar o perfil da expressão de 

mediadores inflamatórios e provocar lesões neurológicas é de importância central para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas seguras. 
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 
 

Zika é uma doença infecciosa que, nos ultimos anos, se disseminou de forma acelerada 

pelo território brasileiro gerando surtos da doença em todo o país, principalmente no nordeste. 

A doença tem preocupado as autoridades sanitárias devido a complicações graves, como 

microcefalia em neonatos e Sindrome de Guillain-Barré em adultos. Com o aumento da 

incidência de doenças neurológicas promovidas pelo ZIKAV o estudo da patogenia da doença 

tornou-se uma necessidade urgente, sobretudo pela ausência de medicamentos antivirais e 

vacinas contra o ZIKA. Diante disto o estudo da interação dos vírus com as células do 

hospedeiro é de extrema importância. Nesse trabalho testou-se a hipótese de que fenilfluorona 

interage com o ZIKAV e interfere na sua infectividade. 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

Objetiva-se estudar a interação de derivados de catecol com o ZIKAV e seus efeitos na 

infectividade viral. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

 Analisar por meio de simulações computacionais as interações entre o grupamento 

químico catecol com a glicoproteína E do envelope do ZIKAV; 

 Selecionar o catecol com melhor interação com a glicoproteína E para ser testado in 

vitro. Promover modificação do ZIKAV com o catecol selecionado; 

 Identificar a concentração não citotóxica do catecol selecionado em linhagem de células 

U-251 de glioblastoma humano.  Comparar a capacidade do vírus selvagem (não 

modificado) e do vírus modificado de infectar células Vero; 

 Investigar a produção de citocinas da resposta inflamatória em linhagem de células de 

glioblastoma desafiadas com o ZIKAV selvagem e modificado com Fenilfluorona. 
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3 METODOLOGIA 

 
 

3.1 ABORDAGEM IN SILICO PARA IDENTIFICAR OS SÍTIOS DE LIGAÇÃO DE 

CATECÓIS COM A GLICOPROTEÍNA E 

 
Os estudos computacionais empregaram a técnica de acoplamento molecular a fim de 

investigar as interações entre os derivados de catecol e a glicoproteína E (código PDB: 5IRE, 

resolução 3,80 Å). 

Inicialmente foram desenhados 579 catecois obtidos a partir do banco de dados Europeu 

da Université de Lorraine, UL (Nancy-Univ), França. Estes derivados foram desenhados no 

programa Marvin Sketch (CHEMAXOM; MARVINSKETCH, 2013) em 2D e 3D. Em seguida 

foi realizada uma etapa de minimização de energia através do programa Ghemical 

(HASSINEN; PERAKYLA, 2001) empregando o campo de força Tripos (LEWIS-ATWELL; 

TOWNSEND; GRAYSON, 2021). As cargas, hidrogênios polares e tipos de átomos foram 

adicionadas aos catecois no próprio programa Autodock (Morris et al., 2009) gerando os 

arquivos do acoplamento. 

As moléculas foram filtradas pela regra de Lipinski (LIPINSKI et al., 2001) sendo 

mantidos 402 compostos e posteriormente, 398 moléculas foram empregadas no AutoDock 

(Morris et al., 2009). O acoplamento molecular foi realizado no Autodock 4.2 (Morris et al., 

2009) na cadeia A da glicoproteína E do ZIKAV (código PDB: 5IRE) aonde estão localizados 

os domínios I, II e III. Um estudo de protonação foi realizado empregando o programa 

PROPKA 3.1 (OLSSON et al., 2011) para avaliar a protonação dos resíduos carregados em pH 

7.4. Assim, os resíduos de arginina e lisina foram atribuídas cargas +1, os resíduos de histidina 

foram mantidos neutros enquanto que aos resíduos de ácido aspártico e ácido glutâmico, foram 

atribuídas cargas -1. 

O espaço aonde as interações entre proteína e ligantes foram calculadas foi definido 

como: X= -165,265, Y=-59.,184, e Z= -129,0 e expandida para 126 pontos em x, y e z. Os 

parâmetros de busca empregados no algoritmo genético foram: tamanho da população de 150 

indivíduos, número de corridas = 200 e número de avaliações do algoritmo genético = 

2.500.000. 
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3.2 CULTURA CELULAR 

 
 

3.2.1 Meios de cultura e soluções 

 
 

3.2.1.1 Meio de Eagle Modificado por Dubelcco (DMEM) 

 
 

(Life Tecnologies, Grand Island, NY) foi suplementado com L-(+)-glutamina (2 mM), 

bicarbonato de sódio 44 mM (Sigma® Aldrich, St. Louis, U.S.A); 100 U/mL penicilina e 100 

μg/mL estreptomicina (Life Tecnologies, Grand Island, NY); Soro Fetal Bovino (SFB) 10% 

(v/v) ( Life Tecnologies, Grand Island, NY). 

 

3.2.1.2 Solução de Lise 

 
Utilizou-se duodecil sulfato de sódio a 200 g/L em dimetilformamida (DMF) a 30% 

(v/v). O pH da solução foi ajustado para 4,7 com solução ácida (Ácido acético 80% (v/v), HCl 

1 M a 2,5% (v/v). 

 

3.2.1.3 Solução de congelamento para linhagem de células 

SFB com 10% de dimetilsufóxido (DMSO) filtrado. 

3.2.1.4 Solução de Tripsina 

 
Utilizou-se 50 mg de tripsina (Sigma – U.S.A.) em pó, 20 mg de ácido etileno diamínico 

tetracético (EDTA) em 100 mL de PBS. Ajustar o pH para 7,4. 

 

3.2.1.5 Gel de agarose 

 
Agarose em pó diluída em água destilada para uma concentração final de 6% (p/v). O 

gel foi esterilizado em autoclave. 

 

3.2.1.6 Meio semilíquido com gel de agarose 

 
Para uma quantidade de 10 mL, adicionar 5 mL de gel de agarose a 6% (p/v) com 5 mL 

de meio DMEM suplementado com SFB. 

3.2.1.7 Solução de Formaldeído 
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Formaldeído diluído em água destilada (dH2O) para uma concentração final de 27,8% 

(v/v). Para uma placa de 24 poços, 7 mL de formaldeído em 18 mL de dH2O, solução não estéril. 

 
3.2.1.8 Preparação da solução com fluorona 

 
 

10 mg de fluorona foram diluídos em 200 µL de DMSO, homogeneizado e filtrado.100 

µL da solução filtrada foi diluída em 900 µL de meio, caracterizando a solução mãe (SM) com 

concentração de 16,6 mM. A partir dessa solução, as diluições foram realizadas nas seguintes 

concentrações C1: 2,5 µM; C2: 5 µM; C3: 7 µM; C4: 15 µM; C5: 25 µM; C6: 50 µM; C7: 74 

µM; C8: 148 µM; C9: 250 µM; C10: 499 µM. 

 
3.3 CULTURA DE LINHAGEM DE CÉLULAS NERVOSAS CEREBRAIS 

 
 

Para lançamento, as células U-251 de glioblastoma humano estocadas em nitrogênio líquido 

foram descongeladas em 10 ml de meio, centrifugadas e resuspendidas para serem transferidas 

para placa de cultura de células com 10 cm de diâmetro e cultivadas em meio DMEM 

suplementado com 10% de SFB, até que todo o tapete de células tenham atingido 80% 

confluência. As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO2, a 37 ºC. O meio de cultivo 

foi trocado a cada 48 horas, o subcultivo foi realizado com intervalo máximo até 10 passagens. 

 
3.4 TRIPSINIZAÇÃO 

 
 

Nesse procedimento o meio de cultivo é retirado com bomba a vácuo, as células são 

lavadas 3 vezes com 3 mL de solução PBS e depois é adicionado na placa 3 mL de solução de 

tripsina. As placas são mantidas com a tripsina por três minutos na estufa com 5% de CO2, a 37 

ºC. Após visualizar o descolamento das células do assoalho da placa, através do microscópio 

invertido, é inserido 3 mL do meio DMEM suplementado para inativar a ação da tripsina. O 

conteúdo então é transferido para tubo Falcon de 15 mL e centrifugado a 3.000 RPM por 5 

minutos em um raio de 10 cm. O sobrenadante é descartado e o sedimento é ressuspenso em 3 

mL do meio de cultura suplementado. Após esta etapa, as células são contadas para obtenção 

do número de células viáveis no tubo. 
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3.5 CONTAGEM DE CÉLULAS VIÁVEIS 

 
 

Para contagem de células viáveis depois da tripsinização, foi retirado 10 µL de meio com 

células e adicionado 10 µL de azul tripan, totalizando 20 µL em microtubo de 500 µL para 

homogeneização e posterior distribuição de 10 µL desse conteúdo em cada lado da câmara de 

Neubauer para contagem das células. As células não viáveis são coradas em azul pelo Azul de 

tripan. 

 
3.6 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DA FENILFLUORONA SOBRE AS CÉLULAS 

 
 

Para avaliar a citotoxicidade da fenilfluorona, as células foram semeadas em placas de 

96 poços em uma densidade de 3,1 × 104 células/cm2 e mantidas em estufa com 5% de CO2 a 

37°C. Apenas no primeiro poço da primeira coluna foi colocado meio DMEM, sem células,  

para ser utilizado como o branco para controle de leitura, todos os outros poços foram semeados 

com células. Após 48 horas do plaqueamento, o meio foi removido por aspiração. Na primeira 

coluna, incluindo o branco, foi adicionado meio DMEM, esta coluna foi usada como controle 

com meio (CM). Na segunda coluna foi adicionado meio com DMSO a 0,05%, essa coluna foi 

o controle com DMSO (CDMSO). A partir da terceira coluna, as células foram submetidas a 

concentrações crescentes de fenilfluorona por 72 horas, nas seguintes concentrações C1:2,5 

µM; C2:5 µM; C3:7 µM; C4:15 µM; C5:25 µM; C6:50 µM; C7: 74 µM; C8: 148 µM; C9: 

250 µM; C10: 499 µM. Após o período de exposição, o meio foi substituído por um novo meio 

de cultivo contendo 20% de 3-[4,5- dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolina (MTT) (5mg/mL 

em PBS) para determinação da viabilidade celular. Os testes de toxicidade foram realizados em 

linhagem de células U-251. 

As placas foram mantidas por um período de duas horas em estufa com 5% de CO2, a 

37ºC. A atividade das desidrogenases mitocondriais reduzem o MTT, de cor amarela, em 

formazan, de cor purpúrea, de forma proporcional à quantidade de células viáveis, conforme a 

capacidade de metabolização das células e a concentração de MTT utilizada (MOSMANN, 

1983). Ao final do período de incubação de duas horas, foi adicionado em cada poço 100 μL de 

solução de lise celular. As placas foram mantidas com o tampão de lise celular protegidas da 

luz por um período de 12 horas, fora da estufa, em temperatura ambiente. A medida de 

absorbância relativa à concentração de formazan foi feita utilizando-se o comprimento de onda 

de 580 nm em leitor de microplacas Varioskan Flash Thermo Scientífic. 
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3.7 PREPARAÇÃO DO VÍRUS 

 
 

A cepa de ZIKAV foi gentilmente cedida pelo pesquisador Dr. Ricardo Koury, do 

Instituto Gonçalo Muniz, Fiocruz, Salvador, Bahia. As amostras foram isoladas a partir de 

pacientes de Pernambuco. Alíquotas do vírus de 1 mL foram armazenadas em ultrafreezer na 

temperatura de -80 °C. 

 
3.8 PROTOCOLO DE DOT BLOT PARA VISUALIZAÇÃO DO VÍRUS MARCADO COM 

FENILFLUORONA 

 
Equilibrar a membrana, lavando com tampão de transferência uma vez por 10 minutos. 

Posicionar a fita de nitrocelulose sobre o papel filtro umedecido e fechar bem a armação. 

Conectar à bomba vácuo e ligar. Pipetar 50 µL da amostra com 499 µM de fenilfluorona nas 

seguintes condições: (1) ZIKAV em PBS, (2) ZIKAV em fenilfluorona, (3) DMEM com 

fluoroma. Após a transferência secar a fita na estufa a 37 ºC por 15 min. Para a visualização das 

marcações a menbrana foi exposta a luz UV. 

 
3.9 EXPANSÃO VIRAL 

 
 

Para expandir o vírus, garrafas plásticas para cultivo celular com monocamada de 

células Vero confluentes foram inoculadas com uma alíquota de 1 mL do vírus diluído em 10 

mL de meio DMEM suplementado durante uma hora em estufa a 37 ºC com 5% de CO2. Após 

esse tempo, foi adicionado 20 mL de meio DMEM suplementado. As garrafas foram mantidas 

em estufa nas mesmas condições mencionadas anteriormente e observadas diariamente entre 5 

e 8 dias até obter o efeito citopático caracterizado por descolamento de aproximadamente 80% 

das células. Depois desse período a garrafa foi retirada da estufa, embalada e colocada no 

ultrafreezer a -80 °C por 30 minutos. As garrafas foram retiradas do ultrafreezer, aguardou-se 

um tempo de 30 minutos em temperatura ambiente para coletar o meio e centrifugar a 2.400 g 

por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para tubo Falcon de 50 mL e a ele foi adicionado 

20% (v/v) de SFB. O sedimento foi desprezado. Os vírus foram então aliquotados em 1 mL e 

acondicionados em criotubos no ultrafreezer a -80 ºC . 
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3.10 TESTE DE MULTIPLICIDADE DE INFECÇÃO VIRAL (MOI) 

 
 

Utiliza-se o método de ensaio de placas para quantificar a multiplicidade de infecção. 

Nesse ensaio, placas de 24 poços com monocamada de células Vero confluentes foram lavadas 

três vezes com 300 µL de PBS. Foi acrescido em cada poço diluições seriadas, em triplicata, 

dos vírus diluídos até 10 -7. As placas foram mantidas por uma hora em estufa a 37 ºC com 5 % 

de CO2 para adsorção do vírus. Foi então acrescido em cada poço 300 µL de gel de agarose, 

diluído em meio DMEM em 50% (v/v) para formar uma camada semilíquida que restringe os 

focos de infecção às células adjacentes. As placas foram acompanhadas por 5 dias. No quinto 

dia foi adicionado solução de formaldeído sobre o gel. A placa foi mantida por 30 minutos em 

estufa a 37 ºC com 5% de CO2. Após esse tempo foi adicionado Naphtol blue para contagem 

de unidades de placas formadas (PFU) em cada poço. A unidade de medida da mutiplicidade 

de infecção viral (MOI) é expressa em PFU e avaliada qualitativamente de acordo com a 

intensidade do corante . 

 
3.11 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA EXPOSIÇÃO DO VÍRUS COM A FENILFLUORONA 

EM CÉLULAS VERO 

 
A partir de alíquota de vírus foi extraído 100 µL para ser diluído em microtubos 

contendo previamente 900 µL de meio DMEM. Esta amostra foi utilizada como controle de 

vírus selvagem (VS). Da mesma alíquota foi extraído 100 µL para ser diluído em 900 µL de 

meio com fenilfluorona na concentração de 499 µM e promover interação da substância com a 

glicoproteína E para modificação da partícula viral. Os microtubos com as amostras foram 

mantidos por uma hora em temperatura ambiente. Após o tempo de incubação, realizou-se 

diluição seriada de cada amostra, utilizando fator 10 até a diluição de 10 -7. Foi adicionado 200 

µL de cada diluição nos poços com células confluentes, em triplicata. As placas foram mantidas 

na estufa a 37 ºC com 5% de CO2 por uma hora. Após esse período foi adicionada solução de 

gel de agarose. As células foram acompanhadas por 5 dias para avaliar a capacidade de infecção 

através do teste de MOI. 

 
3.12 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS EM SOBRENADANTE DE 

CULTURA DE GLIOBLASTOMAS, APÓS INFECÇÃO COM O ZIKAV. 

 
Utilizando as amostras de sobrenadante das culturas de linhagem de glioblastoma U- 

251 infectados com o ZIKAV selvagem e modificado com fenilfluorona por 72 horas, foram 
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quantificadas as citocinas TNF, IL-8 e IL-10 através da técnica imunoenzimática (ELISA), 

utilizando reagentes comercialmente disponíveis (BD OpTEIA, San Diego, CA). Uma curva 

padrão foi utilizada para expressar os resultados em pg/ml. 

 
3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

 
 

Os dados obtidos em cada experimento foram submetidos às análises estatísticas, sendo 

expressos como média e erro médio padrão, ou mediana e variação. A escolha da medida de 

tendência central e das medidas de dispersão foi feita de acordo com a distribuição dos dados. 

Para comparação entre dois grupos com distribuição normal foi utilizado o teste t de Student 

não pareado e o teste de Mann-Whitney foi usado para amostras com distribuição não normal. 

Em dados com distribuição normal, o teste paramétrico mais usado para analisar as 

comparações múltiplas com apenas um parâmetro variável foi o One-Way ANOVA, seguido 

do teste de Dunnett. Nos resultados com dados não paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal- 

Wallis (seguido do teste de Dunn’s) para comparações múltiplas. O intervalo de confiança do 

teste foi definido por 95% de significância estatística (p < 0,05). 

Para definir a mínima concentração citotóxica foram realizados cálculos de regressão 

não linear, utilizando equações de regressão não linear para inibição dose resposta fornecida 

pela biblioteca do software GraphPad Prism, considerando o coeficiente de determinação R2 > 

0,8. As análises foram realizadas em software GraphPad Prism, versão 5.0 para Windows 

(GraphPad Software, San Diego California, EUA). 
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4 RESULTADOS 

 
 

4.1 TRIAGEM VIRTUAL POR ACOPLAMENTO MOLECULAR 

 
 

A partir dos resultados das interações computacionais entre derivados de catecol e a 

glicoproteína E, empregando o programa Autodock 4.2, foi selecionada a molécula mais 

promissora para se ligar e modificar a glicoproteína E do ZIKAV, in vitro. Todos os 273 

derivados de catecol foram ranqueados de acordo com o menor valor de energia de interação 

frente à glicoproteína E, e na Tabela 1 encontram-se os seis catecóis que apresentaram melhores 

valores de energia de interação. Os valores mais negativos indicam maior afinidade da 

fenilfluorona pelo sítio de ligação e consequentemente ocupam as primeiras posições do 

ranking. 

Entre as moléculas ligantes mais promissoras para interagir com a glicoproteína E do 

ZIKAV está a 9-fenil-2,3,7-trihidroxi-6-fluorona (fenilfluorona) com energia de ligação – 8,84 

Kcal/mol. Entre as seis moléculas a fenilfluorona foi a mais disponível para ser adquirida 

comercialmente. Desta forma, para o desenvolvimento deste estudo foi utilizada a fenilfluorona 

com o objetivo de modificar a glicoproteína E do ZIKAV nos ensaios, in vitro 
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Tabela 1 – Derivados de catecóis com as seis melhores energia de interação. 

Nome Estrutura em 2D Energia de Interação 

(Kcal/mol) 

 

Pomiferina 
 

 

-9.82  

5,7,8- 

Trihidroxiflavona 

 

 

-9.18  

Eriodictiol-7- 

neohesperidosídeo 

 

 

-9.05  

L-β-3,4- 

Dihidroxifenilalanina 

hidroxâmica 

 

 

-9.02  

Gossipol 
 

 

-8.91  

9-Fenil-2,3,7- 

trihidroxi-6-fluorona 

 

 

-8.84  

 

Nesta tabela encontram-se os derivados de catecol que possuem os seis melhores valores de energia de interação, 

ou seja, os mais negativos. Entre as moléculas ligantes mais promissoras para interagir com a glicoproteína E do 

ZIKAV está a 9-fenil-2,3,7-trihidroxi-6-fluorona (fenilfluorona) com energia de ligação – 8,84 Kcal/mol. Entre as 

seis moléculas a fenilfluorona foi a mais disponível para ser adquirida comercialmente. Desta forma, para o 

desenvolvimento deste estudo foi utilizada a fenilfluorona com o objetivo de modificar a glicoproteína E do 

ZIKAV nos ensaios, in vitro. 

Fonte: Elaborado pela autora 
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Após a triagem dos derivados de catecol analisados (anexo I), 75 catecóis apresentaram 

energia de ligação menor que -8 Kcal/mol, 190 catecóis apresentaram energia de ligação entre 

-5 e -8 Kcal/mol, e 8 catecóis apresentaram energia de ligação maior que -5 Kcal/mol. Estes 

resultados demonstram que derivados de catecol são moléculas potencialmente úteis para 

modificar a estrutura da glicoproteína E do vírus da Zika e possivelmente de outros Flavivírus. 

Após selecionar a fenilfluorona como a droga mais promissora e disponível para 

modificar o vírus, in vitro, buscou-se investigar os tipos de interações que a fenilfluorona 

poderia realizar com a glicoproteína E. Na figura 3 é possível visualizar os tipos de interações 

proteína-ligante. Nesta imagem a fenilfluorona está no centro interagindo com resíduos de: 

valina (143 e 364), serina (146), glutamina (147), asparagina (163), fenilalanina (183), tirosina 

(305) e serina (306), na cadeia peptídica da glicoproteína E através de interações hidrofóbicas 

e de pontes de hidrogênio. 

 

 

 
 

Fen 183 

 

Tir 305  

Asn 163 
 

Val 143 

 
 
 
 

 
 
 

Ser 306 

Val 364 
 

Ser 146 

Gln 147 

 
 
 

Figura 3 - Interações da fenilfluorona com a glicoproteína E do ZIKAV. Os resíduos de aminoácidos da 

glicopoteína E estão representados em bastões azuis (código PDB: 5IRE) . Os resíduos de aminoácidos valina 

(143), glutamina (147), serina (146), e asparagina (163), e tirosina (305) estão interagindo com a glicoproteína E 

por ponte de hidrogênio. Os resíduos de fenilalanina (183) e serina (306) estão realizando interações hidrofóbicas. 
As interações hidrofóficas estão representadas pela linha tracejada e as pontes de hidrogênio por linhas azuis. 

Fonte: A imagem foi gerada pelo software do PLIP (PLIP - About (tu-dresden.de). 
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Com a geração das imagens gráficas interativas de alta resolução foi possível analisar 

de forma detalhada os aminoácidos da glicoprotína E que interagiram com a fenilfluorona. 

Através destas análises foi possível identificar a posição dos aminoácidos que interagiram com 

a fenilfluorona na cadeia polipeptídica. As interações hidrofóbicas foram localizadas na 

fenilalanina (183) e serina (306) . 

Neste mesmo programa foi gerado uma tabela com todas as possíveis interações 

do tipo ponte de hidrogênio proteína-ligante. Observou-se que as melhores ligações de ponte 

de hidrogênio ocorreram em 5 resíduos de aminoácidos da glicoproteína E (Tabela 2), entre 

eles: a valina (143), a serina (146), a glutamina (147), a asparagina (163) a tirosina (305), sendo 

a tirosina (305) um aminoácido altamente preservado entre flavivírus neurotróficos. Assim 

também a fenilfluorona reagiu próximo à cisteína (308) e à prolina (363), também altamente 

preservadas. 

 
Tabela 2 - Identificação das posições, dos aminoácidos, e da distância das ligações de ponte de 

hidrogênio entre a fenilfluorona e a glicoproteína E. Estes dados foram obtidos pelo programa PLIO 

( Perfil de Interação Proteína-Ligante) . 

Átomo 

do 

doador 

Átomo do 

aceptor 

Proteína 

doadora 

Resíduo de 

aminoácido 

Distância 

D-A 

Ângulo 

do 

doador 

Posição 

na cadeia 

3851 1154[O2] não VALINA 2,37 161,1 143A 

3847 1154[O2] não VALINA 3,44 155,56 143A 

1176 3851[O3] sim SERINA 2,69 153,31 146A 

1182 3851[O3] sim GLUTAMINA 3,38 158,85 147A 

1300 3847[O3] sim ASPARAGINA 2,88 165,18 163A 

3849 2403[O3] sim TIROSINA 2,83 129,58 305A 

3845 2403[O3] sim TIROSINA 2,75 126,68 305A 

Fonte: Elaborado pela autora 

 
 

Nesse sentido, observa-se que as melhores interações ocorreram predominantemente no 

ectodomínio I da glicoproteína E. Este é um domínio importante para a manutenção da 

conformação molecular da Glicoproteína E. Assim como a fenilfluorona pode se associar na 

região que torna o vírus neurotrófico localizado no loop de fusão através da serina (146) e 

glutamina (147) (Tabela 2). 
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4.2 REVELAÇÃO DO ZIKAV MARCADO COM FENILFLUORONA 

 
 

A interação da droga com as partículas virais presumivelmente acontece devido a 

transformação do anel catecólico da estrutura química da droga em semiquinonas por auto- 

oxidação, que por sua vez interage por ligação covalente com as glicoproteínas do vírus. Na 

figura 4 é possível observar a fenilfluorona associada com proteínas das partículas virais 

aderidas na membrana de nitrocelulose. 

Na imagem da Figura 4A é possível identificar a coluna 1 como o controle negativo, 

onde não houve marcação, pois o vírus foi diluído em PBS na ausência de fenilfluorona. Na 

coluna 2 pode-se observar uma marcação intensa, demonstrando que a fenilfluorona se ligou 

com proteínas das partículas virais, colorindo-as em rosa. Na coluna 3 é possível visualizar 

marcação com menor intensidade que na coluna 2, haja vista que a fenilfluorona pode ter se 

ligado a proteínas do meio. 

Na Figura 4B, também foi possível observar que na coluna 1 não houve fluorescência 

devido a ausência de proteínas virais associadas a fenilfluorona. Na coluna 2 houve marcação 

por fluorescência, claramente observada em razão da associação da fenilfluorona com as 

partículas virais. Enquanto na coluna 3, observa-se fluorescência, no entanto mais discreta, 

possivelmente pela ligação inespecífica da fenilfluorona com proteínas do meio. 

 
Revelação do Dot Blot por coloração Revelação do Dot Blot por fluorescência 

 

 

  
1 2 3 1 2 3 

Figura 4 - Visualização do ZIKAV marcado com Fenilfluorona por DOT BLOT. ZIKAV em membrana 

de nitrocelulose nas três condições em triplicata. (1) ZIKAV em PBS, (2) ZIKAV com fluorona, (3) 

meio e fluorona. A figura 4A apresenta as marcações pela cor da droga associada a proteínas, e a figura 

4B apresenta fluorescência pela presença da fenilfluorona após iluminação por lâmpada UV . 

Fonte: Elaborado pela autora 

A B 
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4.3 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DA FENILFLUORONA EM 

LINHAGEM DE CÉLULAS HUMANAS 

 
Com o objetivo de obter as concentrações de fenilfluorona que possam ser utilizadas nas 

análises in vitro durante a infecção das células com o ZIKAV modificado com a droga, foi 

realizada uma curva de concentração-resposta com diferentes concentrações da substância. 

Neste ensaio foi utilizada uma linhagem de células humanas de tecido tumoral cerebral 

(U-251). As análises de todas as três triplicatas foram realizadas de forma independente após 

tratamento por 72 horas com a fenilfluorona em diferentes concentrações crescentes. A mediana 

da mínima concentração citotóxica foi de 49,9 µM (variação:14,8 µM - 74,0 µM, n = 9; Figura 

5A). 

Diante deste resultado foi estabelecido que as concentrações da fenilfluorona superiores 

a 49,9µM apresentam toxicidade, assim como, este valor apresentou uma maior diferença 

estatística em comparação com as células não tratadas com a fenilfluorona (p < 0,01, Figura 

5B). A partir deste resultado, foi padronizado que a concentração ideal para as demais 

investigações seriam abaixo de 49,9 µM. 

 

A B 

 

Figura 5 - Citotoxicidade da Fenilfluorona em células humanas de tecido tumoral cerebral (U-251). A Figura 5A 

apresenta as concentrações dos nove ensaios realizados para identificar a menor concentação citotóxica da 

fenilfluorona em células humanas. Estes testes foram realizados em três triplicatas independentes (n = 9) e 

observou-se uma mediana da menor concentração citotóxica de 49,9 µM (Variação: 14,8 µM -74,0 µM). A figura 

5B apresenta um dos nove experimentos, o mais representativo, o qual demonstra a mediana da menor 

concentração citotóxica em comparação com os controles. Os resultados estão apresentados em mediana e todos 

os valores de p foram obtidos através do teste estatístico Kruskal- Wallis seguido do pós teste de Dunn. *p< 0,05, 

***p<0,001. 
Fonte: Elaborado pela autora 
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4.4 AVALIAÇÃO IN VITRO DO EFEITO ATENUANTE DA FENILFLUORONA SOBRE O 

ZIKAV 

 
Após estabelecer a concentração ideal da fenilfluorona que apresentou menor efeito 

citotóxico em células humanas, o ZIKAV foi tratado com a fenilfluorona para avaliar se havia 

diferença na capacidade citolítica em comparação ao vírus selvagem. As células Vero não são 

de origem humana mas são comumente usadas em pesquisa para monitoramento do efeito 

citopático do ZIKAV (MÜLLER; HARMS; SCHUBERT; MAYER et al., 2017). 

 
 

Controle Controle 10-1 VS 10-1 VM 10-2 VS 10-2 VM 10-3 VS 10-3 VM 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-4 VS 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-4 VM 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-5 VS 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-5 VM 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-6 VS 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-6 VM 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-7 VS 

 
 

 

 

 

 

 

 
10-7 VM 

 

 

Figura 6 - Avaliação da densidade de células Vero após cinco dias de infecção com o ZIKAV selvagem (VS) e modificado 

(VM). Inicialmente, o vírus foi modificado com fenilfluorona em uma concentração de 499 µM e diluído para alcançar a 

concentração da droga não citotóxica para as células, obtida no ensaio anterior. A partir da concentração de 0,5 µM de 

fenilfluorona, o vírus foi submetido a diluição seriada de 10-1 a 10 –7, em meio de cultura, para então infectar as células. 

Após o período de incubação de 72 horas as células do poço foram coradas com naftol blue para avaliar densidade celular. 

As regiões mais claras e esbranquiçadas demonstram efeito citolítico pela ausência de células. O experimento foi realizado 

em três triplicatas independentes. 

Fonte: Elaborado pela autora 
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Para a modificação das partículas virais foram utilizadas concentrações da fenilfluorona 

de 499 µM, antes de iniciar os testes de infecção com as células Vero, in vitro. Após esta etapa, 

o vírus tratado foi diluído até que a fenilfluorona estivesse em uma concentração menor que 0,5 

µM, para garantir que a droga não mataria as células. 

Pôde-se observar notoriamente na figura 6 que os poços infectados com o ZIKAV 

atenuado com a fenilfluorona apresentaram uma maior concentração de células viáveis, o que 

demonstra de forma satisfatória que o vírus foi atenuado e possui menor efeito citolítico a partir 

de um MOI de 8.10-6 , principalmente entre as concentrações relacionadas à diluição do vírus 

10-2 e 10-4 (Figura 6). Já nas culturas de células infectadas com o ZIKAV selvagem, houve um 

maior número das unidades formadoras de placas, nas mesmas diluições. Este dado configura 

que o ZIKAV não modificado (selvagem) possui maior efeito citolítico em células Vero, in 

vitro. 

 

4.5 PERFIL DE EXPRESSÃO IMUNOLÓGICO DE CITOCINAS IL 8, IL-10 e TNF. 

Após identificar o efeito da fenilfluorona na atenuação do ZIKAV, buscou-se investigar 

se as células U-251 infectadas com o vírus atenuado apresentam um perfil de produção das 

citocinas IL-8, TNF e IL-10 diferente das células infectadas com o vírus selvagem por 72 horas 

(figura 7). 

Pode-se observar que não houve diferença entre os grupos na produção de IL-8 entre as 

células infectadas com o vírus selvagem e os grupos controles tratados apenas com meio e 

DMSO ou com fenilfluorona, sugerindo que o vírus selvagem não altera a resposta inflamatória 

pelo ZIKAV. Contudo, a produção de IL-8 foi significativamente maior nas células tratadas 

com o vírus modificado em comparação com os controles negativos (Figura 7A). A produção 

das citocinas TNF (Figura 7B) e IL-10 (Figura 7C), não apresentou diferenças entre as culturas 

expostas a estas citocinas. Entretanto, faz-se necessário maiores investigações sobre a resposta 

imune gerada após a atenuação viral. 
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Figura 7 - Avaliação da produção das citocinas IL-8, TNF e IL-10 em linhagem de células infectadas com ZIKAV. 

A expressão das citocinas IL-8 (A), TNF (B) e IL-10 (C) foi avaliada pela técnica de ELISA com o sobrenadante 

de amostras de linhagens de células de glioblastomas U-251 infectadas com o ZIKAV por 72 horas em quatro 

condições (meio com DMSO a 0,5%); meio com fenilfluorona na concentração de 0,5 µM; ZIKAV selvagem; 

ZIKAV modificado com fenilfluorona). Todos os resultados apresentados em medianas e variações. Todos os 

valores de p foram obtidos através do teste estatístico de Mann Whitney . 

Fonte: Elaborado pela autora 
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5 DISCUSSÃO 

 
 

Estudos bioquímicos têm revelado que a modificação de proteínas estruturais de 

superfície das partículas virais envolvidas nas interações entre o vírus e receptores celulares 

tem efeito atenuante na infecção pelo ZIKAV (FAN et al., 2015; QADIR et al, 2018). Tais 

estudos relatam que patógenos inativados, ou atenuados, com detergentes, calor ou radiação são 

bons candidatos a vacinas (BASAK et al., 2019). 

Um importante alvo terapêutico é a glicoproteína E, uma proteína estrutural que reveste 

completamente o envelope das partículas virais, e que possui importantes regiões com 

propriedades fusogênicas para a entrada do vírus nas células do hospedeiro (AGRELLI et al., 

2004). Aqui, testou-se a hipótese de que a modificação química da glicoproteína E do ZIKAV, 

com um derivado de catecol, a fenilfluorona, afetaria significativamente sua infectividade e nos 

permitiria investigar importantes resíduos de aminoácidos na estrutura da partícula viral, os 

quais estariam envolvidos na entrada do vírus nas células. Neste trabalho a fenilfluorona 

demonstrou ter boa energia de ligação com alguns aminoácidos altamente preservados, e em 

sítios próximos a estes resíduos. 

Destes, a tirosina (305) do ZIKAV apresentou boa energia de ligação com a 

fenilfluorona (tabela 1). Além disso, este resíduo está próximo à cisteína (308), outro 

aminoácido altamente preservado entre flavivírus (KOSTYUCHENKO et al., 2016). Assim 

também, a valina (364) interagiu com a fenilfluorona, e está próxima à prolina (163) altamente 

preservada entre flavivírus. Desta forma, a fenilfluorona demonstrou potencial para se ligar a 

sítios altamente preservados da glicoproteína E de flavirírus, e reforça a hipótese de que catecóis 

são promissores para modificar regiões altamente preservadas da glicoproteína E do ZIKAV e 

atenuar a infecção com vírus modificado. 

Muitos corantes derivados de catecol, como a fenilfluorona, pertencem à classe dos 

corantes xantenos, estruturalmente baseados em um anel triplo que fornece propriedades 

pronunciadas de fluorescência. Interações supramoleculares entre corantes xantenos e 

biomoléculas podem ser utilizadas como sondas para métodos espectroscópicos e 

eletroquímicos (HEPEL; STOBIECKA, 2018). Não foi encontrada na literatura uma única 

droga que comprovadamente atenua e marca o ZIKAV. Neste estudo demonstou-se que a 

fenilfluorona além de modificar e atenuar o ZIKAV, possui efeito colorimétrico (figura 4A), 

assim como mantém sua atividade fluorescente quando submetida a luz UV (figura 4B); desta 

forma pode ser utilizada em pesquisas como marcador ou sonda para o ZIKAV. 
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O uso de metodologias virtuais de rastreamento de drogas na atualidade tem sido muito 

promissoras para o desenvolvimento de fármacos (BYLER; OGUNGBE; SETZER, 2016; 

CHELLASAMY; DEVARAJAN, 2019). Estas metodologias têm a vantagem de fornecer 

resultados preliminares, mais rápidos, e de não utilizar animais para experimentos nas etapas 

iniciais da pesquisa. Trata-se de uma metodologia utilizada como uma forma de triagem para 

obtenção de moléculas com potencial para tratamento farmacológico, no entanto, limitando os 

resultados a uma predição. 

Através de metodologias virtuais in silico, um estudo recente analisou, a atividade de 

5550 fitoquímicos contra a glicoproteína E do ZIKAV. Entre eles, derivados de catecol 

apresentaram alto potencial como drogas promissoras com atividade anti-viral, tais como, a 

baicaleína, catequina, ácido elágico, epigalocatequina entre outros (SANGEETHA et al., 

2020b). Os resultados apresentados aqui corroboram com este trabalho, hava vista que através 

da técnica de acoplamento molecular identificou-se que 273 derivados de catecol possuem 

capacidade para interagir com a glicoproteína E com baixa energia de ligação (anexo I). 

Neste estudo, entre as moléculas mais promissoras, acessívéis e disponíveis 

comercialmente para promover modificação do vírus nos ensaios in vitro, selecionou-se a 

fenilfluorona, que possui diferença menor que 1 kcal/mol (anexo I) e está entre as melhores 

posições no ranking. Diferente de Sangeetha e colaboradores (SANGEETHA et al., 2020a) que 

utilizou o DIII como alvo, neste trabalho, o DI da glicoproteína E do ZIKAV foi a principal região 

de interação com a fenilfluorona. O domínio I é fundamental para a manutenção da 

conformação geral das partículas virais, e alterações neste sítio pode reduzir a infectividade do 

ZIKAV. 

Devido às consequências neurológicas graves desencadeadas pelo tropismo do ZIKAV 

por células do sistema nervoso central, diversos trabalhos têm utilizado linhagem de células 

nervosas imortalizadas para investigar a infecção pelo ZIKAV em tecidos neurais. Além disso, 

células imortalizadas de glioblastomas são comumente empregadas como modelo experimental 

para o estudo de danos em células da glia. 

As células gliais são especializadas em múltiplas funções homeostáticas para a 

sobrevivência celular, e possuem importantes propriedades neuroprotetoras (BECERRA- 

CALIXTO; CARDONA-GÓMEZ, 2017; TORSVIK et al., 2014). Diante disto foi fundamental 

identificar a concentração não citotóxica de fenilfuorona para células gliais, que pudesse ser 

utilizada sem causar lesão celular. Para isso utilizou-se linhagem de glioblastoma humano U- 

251 no intuito de observar a preservação das células durante a exposição ao vírus modificado 

com fenilfluorona. 
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São encontradas uma ampla variação das concentrações citotóxicas de diferentes tipos 

de catecol em células U-251 de glioblastoma, como descrito em um estudo com o ácido gálico, 

que demonstrou concentrações citotóxicas maiores que 100 μM (JING et al., 2021), assim como 

no estudo de Wang e colaboradores que investigou a concentração citotóxica de ácido elágico 

em uma variação entre 25 μM e 200μM em 24, 48 e 72 horas com redução significativa da 

viabilidade celular (WANG et al., 2016). 

A citotoxicidade celular pode ser causada por eventos como estresse oxidativo, ativação 

de caspases , e peroxidação lipídica em membranas celulares (COMPORTI, 1989; KHORCHID 

et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2002 ). Estes mecanismos podem estar envolvidos no efeito 

citotóxico da fenilfluorona, que em nossos ensaios demonstrou ser tóxica nas concentrações 

que variam entre 14,8 µM e 74,0 µM, com mediana de 49,9 µM após 72 horas de incubação 

com células de linhagem humana de glioblastoma U-251. Ao final deste ensaio foi possível 

identificar a partir de qual concentração as células poderiam ser expostas à droga, sem interferir 

na viabilidade celular. 

Na literatura tem sido relatado que células Vero são muito susceptíveis a infecção por 

vírus e, portanto, são comumente utilizadas como um excelente modelo de linhagem celular 

para testes de infecção viral (SRIVASTAVA et al., 2020). Neste estudo, foi observado uma alta 

susceptibilidade das células Vero ao ZIKAV, no entanto, houve diferença do efeito citolítico 

do vírus modificado comparado ao vírus selvagem. Esta diferença foi observada de forma 

qualitativa uma vez que pôde-se observar que as células infectadas com vírus modificado com 

a fenilfluorona apresentaram maior intensidade na coloração azul, do naftol blue, e menor 

número de unidades formadoras de placas (PFU), a partir de um MOI de 8.10-6 (Figura 6), 

quando comparado com as células infectadas com o vírus selvagem. Estes dados demonstram 

maior sobrevivência das células expostas ao vírus modificado. 

Alguns trabalhos relatam que anticorpos neutralizantes são capazes de inibir a infecção 

do ZIKAV associando-se com domínios específicos da glicoproteína E, como o domínio III 

(GALLICHOTTE et al., 2019; HASAN et al., 2017). Neste trabalho, a ação do vírus em células 

Vero foi atenuada utilizando a fenilfluorona como molécula neutralizante. De acordo com as 

análises in silico, a fenilfluorona possuiu maior afinidade para interagir com o domínio I da 

glicoproteína E do ZIKAV, uma região fundamental para a manutenção da viabilidade das 

partículas virais. No entanto, uma vez que a fenilfluorona não é uma droga altamente seletiva, 

ela pode interagir com os ectodomínio DII e DIII, bem como com outras porções da 

glicoproteína E, e desta forma, intensificar ainda mais a modificação e atenuação do ZIKAV. 
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Isto pode apresentar uma vantagem com relação à utilização de anticorpos neutralizantes que 

possuem alta especificidade. 

De acordo com os resultados das análises in silico adquiridos neste estudo, foi possível 

inferir que a fenilfluorona possui capacidade para reagir com a glicoproteína E de superfície 

das partículas virais. Desta forma, a redução da infecção do ZIKAV modificado com 

fenilfluorona observadas neste trabalho (Figura 6), pode ser justificada pela ação direta da 

fenilfluorona sobre as proteínas estruturais do envelope do ZIKAV e bloqueio de sua ligação 

com receptores da célula-alvo, indicando uma expressiva ação deste composto contra o ZIKAV. 

Alguns derivados de catecol já foram testados contra ZIKAV, entre eles a 

epigalocatequina galato, que apresenta efeito antiviral em estudos de ligante-receptor com a 

glicoproteína E, e demonstra ser capaz de inibir a entrada do ZIKAV em pelo menos 90% em 

concentrações mais elevadas que 100 µM (CARNEIRO et al., 2016). Nessa perspectiva, o 

estudo de Sharma e colaboradores utilizou esta mesma molécula na atenuação da ação do vírus 

em células Vero (SHARMA et al., 2017). Desta forma, os nossos estudos com a fenilfluorona 

contribuíram com uma nova possibilidade da utilização de moléculas derivadas de catecol como 

uma droga atenuadora do ZIKAV. 

Diante do fato de que o Sistema Nervoso Central desencadeia reação inflamatória em 

resposta a infecção pelo ZIKAV (LIMA et al., 2019; BOBERMIN et al., 2020), e por se tratar 

de um vírus altamente neurotrópico, avaliou-se a resposta imunológica de células do Sistema 

Nervoso Central na presença do ZIKAV atenuado com fenilfluorona. 

Sabe-se que o aumento súbito de mediadores químicos inflamatórios promove morte 

celular precoce (RAYCHAUDHURI; VOGELBAUM, 2011), assim, considerando o papel 

central da neuroinflamação em distúrbios neurológicos, procurou-se compreender o perfil de 

expressão de interleucinas em células nervosas infectadas pelo ZIKAV, a fim de compreender 

possíveis estratégias de combate ao vírus. 

Tendo em vista que astrócitos humanos constituem uma importante célula da barreira 

hematoencefálica, são sensíveis à infecção pelo ZIKAV, e podem ser uma fonte de citocinas 

proinflamatórias no tecido cerebral (STEFANIK et al., 2018), utilizou-se linhagem de células 

de tumor cerebral U-251 (astrocitoma) para investigar a expressão de citocinas TNF, IL-8 e IL- 

10 como resposta imunológica contra o vírus em tecidos neurais 

As células da microglia são as principais produtoras de IL-10 em gliomas (WAGNER 

et al., 1999), uma citocina com amplo espectro de atividade imunomoduladora em humanos 

(DE VRIES, 1995). Os níveis de expressão de IL-10 estão envolvidos na proliferação celular e 

atenuam a resposta imune de células T (HUETTNER; PAULUS; ROGGENDORF, 1994; 
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ZHANG; HUANG; LI; FAN et al., 2019). Aqui foi demonstrado que o vírus modificado não 

alterou a produção de IL-10, quando comparado com o vírus selvagem (Figura 7C). 

Um estudo recente caracterizou a produção de um grande número de citocinas em 

astrócitos infectados com o ZIKAV (STEFANIK et al., 2018). Neste estudo não foram 

encontradas diferenças significativas na produção de IL-10 eTNF, assim como o trabalho de 

Tappe também não demonstrou alteração na produção de TNF em células com inflamação 

aguda provocada por ZIKAV (TAPPE et al., 2016). Nossos dados corroboram com estes 

estudos, uma vez que não foram observadas alterações significativas na produção de TNF e IL- 

10 (Figura 7B e 7C), demonstrando que o vírus modificado com fenilfluorona não alterou o 

perfil de resposta inflamatória destas interleucinas, quando comparado com o vírus selvagem, 

e desta forma o vírus modificado pode não induzir efeitos deletérios por inflamação em tecidos 

neurais. 

Na literatura encontra-se que a produção de TNF na resposta inflamatória em 

glioblastomas está normalmente associada à expressão de IL-8 (RAYCHAUDHURI et al., 

2007). Neste estudo não foi possível identificar elevação de TNF associada ao aumento da 

expressão de IL-8 por células nervosas infectadas com ZIKAV selvagem e modificado. 

A interleucina 8 é um importante marcador de inflamação neural (NITTA et al., 1992). 

No estudo do Stefanik e colaboradores a infecção de astrócitos humanos com ZIKAV promoveu 

aumento na expressão de IL-8, a despeito do TNF e IL-10 (STEFANIK et al., 2018). Nesse 

trabalho não foi identificado diferença estatisticamente significativa na expressão de IL-8 em 

células infectadas com o ZIKAVselvagem, no entanto, houve aumento de IL-8 nas células 

infectadas com o vírus modificado com fenilfluorona em comparação com os controles. (Figura 7A). 

Contudo, outros estudos devem ser realizados, para investigar respostas imunológicas 

provocadas pelo ZIKAV. 

Por fim, este estudo demonstou que derivados de catecol, como a fenilfluorona, são 

substâncias promissoras para interagir com a glicoproteína E do ZIKAV, e podem ser testados 

na investigação para o desenvolvimento de terapias contra o ZIKAV, especialmente para o 

desenvolvimento de vacinas de vírus atenuado. Entretanto, ainda se faz necessário mais estudos, 

in vitro e in vivo, para efetivar a implementação de uma vacina com vírus atenuado por catecóis 

como a fenilfluorona. 
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6 CONCLUSÃO 

 
 

 Entende-se que a Fenilfluorona interage com a glicoproteína E do vírus da Zika. 

 A fluoroma é citotóxica para as células U-251 em concentrações acima de 49,9 µM 

(variação:14,8-74,0 µM; n= 9) 

 Vírus modificado com fenilfluorona tem sua infectividade reduzida em células Vero.  

 O vírus modificado não altera o perfil de expressão das interleucinas IL-10 e TNF em 

glioblastomas em relação ao vírus selvagem,, mas houve aumento de IL-8 em 

comparação com os controles. 
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ANEXO I 
 
 

  
Energia de 

ligação 

(Kcal/mol) 

 

 

 
Derivado de catecol 

 
1° 

 
-9.82 

3-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-8,8-dimetil-6-(3- 

metilbut-2-en-1-il)-4h,8h-pirano[2,3-f]cromos4-ona. 

 
2° 

 
-9.66 

6,6',7,7'-tetrahidroxi-3,3'-dimetil-1,1',4,4'tetraoxo-5,5'- 

bis(propan-2-il)-1h,1'h,4h,4'h-[2,2'-binaftaleno]-8,8'- 

dicarbaldeído 

 
3° 

 
-9.39 

(2e)-2-[(3,4-di-hidroxifenil)metilideno]-3-oxo-6- 

fenilhexanitrilo 

 
4° 

 
-9.20 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-1,4,4,4,8a-tetrahidrofenanthren-4- 

ona 

 
5° 

 
-9.18 

5,7,8-trihidroxi-2-fenil-4h-crom-4-ona 

 
6° 

 
-9.17 

3-(4,5-difenil-1h-imidazol-2-il)benzeno-1,2-diol 

 
7° 

 
-9.08 

2',7'-dibromo-1,1-dioxospiro[2,1lambda6-benzoxatiole- 

3,9'-xanteno]-3',4',5',6'-tetrol 

 
8° 

 
-9.05 

(2s)-7-[(2s,3s,4s,5s,6r)-4,5-di-hidroxi-6-(hidroximetil)-3- 

[(2s,3r,4r,5r,6s)-3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2- 

il]oxioxan-2-il]oxi-2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-2,3- 

di-hidroxi-4-ona 

 
9° 

 
-9.02 

 
l_beta_3_4_dihydroxyphenyl_alanine hydroxamic 

 
10° 

 
-8.91 

1,1',6,6',7,7'-hexahidroxi-3,3'-dimetil-5,5'-bis(propan-2- 

il)-[2,2'-binaftaleno]-8,8'-dicarbaldeído. 

 
11° 

 
-8.89 

5,6,10-trihidroxi-8- 

oxapentaciclo[11.7.1.0²,⁷ .0⁹ ,²¹.0⁵ ⁵ ,²⁰ ]henicosa- 

1(21),2(7),3,5,9,12,15,17,19-nonaeno-11,14-diona 

 
12° 

 
-8.88 

7-(3,4-di-hidroxifenil)-2,2,1.10-tetrametil-8,10,11,12- 

tetrahidro-2h-1,5,9-trioxatriprifenileno-8-ona 
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13° 

 
-8.87 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-4h-benzo[h]crom-4-ona 

 
14° 

 
-8.84 

2,6,7-trihidroxi-9-fenilxanten-3-ona 

 
15° 

 
-8.83 

4-[(1e)-2-(4-nitrofenil)diazen-1-il]benzeno-1,2-diol 

 
16° 

 
-8.79 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-6-[(2s,3r,4r,5s,6r)- 

3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]-4h-crom-4-ona 

 
17° 

 
-8.73 

ácido 3-(3,4-di-hidroxifenil)-2-{[(2e)-3-(3,4-di- 

hidroxifenil)prop-2-enoil]oxi}propanóico 

 
18° 

 
-8.70 

3-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-4h-crom-4-ona 

 
19° 

 
-8.70 

(2s)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-7-{[(2s,6r)-3,4,5- 

trihidroxi-6-{[(3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2- 

il)oxi]metil}oxan-2-il]oxi}-3,4-di-hidro-2h-1-benzopiran- 

4-ona 

 
20° 

 
-8.68 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-3,4-di-hidro-2h-1- 

benzopiran-4-ona 

 
21° 

 
-8.67 

(2z)-n-benzil-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2- 

enamide 

 
22° 

 
-8.64 

ácido 2,3-bis({[((2e)-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2- 

enoil]oxi})butanodióico 

 
23° 

 
-8.63 

(2e)-2-ciano-n-{3-[(2e)-2-ciano-3-(3,4-di- 

hidroxifenil)prop-2-enamido]propil}-3-(3,4-di- 

hidroxifenil)prop-2-enamida. 

 
24° 

 
-8.57 

(2e)-3-fenilprop-2-en-1-il(2e)-2-ciano-3-(3,4-di- 

hidroxifenil)prop-2-enoato 

 
25° 

 
-8.56 

(2e)-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)-n-(4-fenilbutil)prop- 

2-enamida 

 
26° 

 
-8.55 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-4H-crom-4-ona 

 
27° 

 
-8.54 

(2e)-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)-n-[(1s)-1- 

feniletil]prop-2-enamide 
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28° 

 
-8.51 

[(2r,3R)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3,4-di-hidro- 
2H-crom-3-il]3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
29° 

 
-8.49 

2-(3,4,5-trihidroxifenil)-3,4-di-hidro-2H-1-benzopirano- 
3,5,7-triol 

 
30° 

 
-8.48 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-[(3,4,5- 

trihidroxioxan-2-il)oxi]-3,4-di-hidro-2h-1-benzopiran-4- 

ona 

 
31° 

 
-8.48 

3-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3,4-di-hidro-2H-1- 

benzopiran-4-ona 

 
32° 

 
-8.47 

(2s,3s)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1- 

benzopirano-3,5,7-triol 

 
33° 

 
-8.47 

2-(3,4-di-hidroxifenil)crom-4-ona 

 
34° 

 
-8.41 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-8-hidroxi-7-{[3,4,5-trihidroxi-6- 

(hidroximetil)oxan-2-il]oxi}-3,4-di-hidro-2h-1- 

benzopirão-4-ona 

 
35° 

 
-8.37 

13-cloro-9-(2,3-di-hidroxifenil)-5,5-dimetil-2- 

azatricico[9.4.0.0³,⁸ ]pentadeca-1(11),12,14-trien-7-ona 

 
36° 

 
-8.36 

(e)-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2-enamida 

 
37° 

 
-8.34 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-6,7-dimetoxi-3,4-di- 

hidro-2h-1-benzopiran-4-ona 

 
38° 

 
-8.33 

(2z)-2-[(3,4-di-hidroxifenil)metilideno]-6-hidroxi-4- 

metoxi-2,3-di-hidro-1-benzofurano-3-ona 

 
39° 

 
-8.33 

(2E)-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)-n-[(1R)-1-feniletil]prop- 
2-enamide 

 
40° 

 
-8.32 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3-hidroxi-4h-crom-4-ona 

 
41° 

 
-8.32 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-7,8-di-hidroxi-4h-crom-4-ona 

 
42° 

 
-8.31 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1-benzopirano- 

3,5,7-triol 
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43° 

 
-8.31 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-7-[(2s,3s,4s,5s,6r)-3,4,5- 

tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxicos-4-ona. 

 
44° 

 
-8.31 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-6,7,8-trimetoxi-4h-crom- 

4-ona 

 
45° 

 
-8.30 

4-[(1R)-2-amino-1-hidroxi(1-³h)etil]benzeno-1,2-diol 

 
46° 

 
-8.30 

(2s)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-7-[(2s,3r,4s,5s,6r)- 

3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxi-2,3-di- 

hidrocrom-4-ona 

 
47° 

 
-8.28 

(3z)-2-amino-3-[(3,4,5-tri-hidroxifenil)metilideno]prop-1- 

eno-1,1,3-tricarbonitrilo 

 
48° 

 
-8.25 

8-(4,5,6-trihidroxi-3-oxo-3h-xanten-9-il)naftaleno-1- 

carboxílico 

 
49° 

 
-8.25 

n-[2-(4-clorofenil)etil]-7,8-di-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro- 

1h-2-benzazepina-2-carbothioamida 

 
50° 

 
-8.25 

1-(3,4-di-hidroxifenil)-3-etil-2-metil-2,3-di-hidro-1h- 

indeno-5,6-diol 

 
51° 

 
-8.24 

(2E)-n-benzil-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2- 
enamide 

 
52° 

 
-8.23 

(4e)-4-[(3,4-di-hidroxifenil)metilideno]-2-[(furan-2- 

il)metil]-5-sulfanilideno-1,2-tiazolidin-3-ona 

 
53° 

 
-8.22 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxiloxicrom-4-ona 

 
54° 

 
-8.19 

2-[(4-clorofenil)sulfanil]-1-(3,4-di-hidroxifenil)etan-1-ona 

 
55° 

 
-8.19 

4-[4-(3,4-di-hidroxifenil)-2,3-dimetilbutil]benzeno-1,2- 

diol 

 
56° 

 
-8.18 

9-[4-(dimetilamino)fenil]-2,6,7-trihidroxi-3h-xant-3-ona 

 
57° 

 
-8.18 

2-(benzenosulfonil)-1-(3,4-di-hidroxifenil)etan-1-ona 
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58° 

 
-8.16 

(8r,9s,13s,14s,16r,17r)-13-metil- 

67,8,9,11,12,14,15,16,17-deca- 

hidrociclopenas[a]fenanteno-2,3,16,17-tetrol. 

 
59° 

 
-8.15 

(2e)-3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-(2,3,4-trihidroxifenil)prop- 

2-en-1-ona 

 
60° 

 
-8.15 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-7-hidroxi-4h-crom-4-ona 

 
61° 

 
-8.13 

(2z)-n-benzil-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2- 

enamide 

 
62° 

 
-8.13 

5-[(1e)-2-(3,4-di-hidroxifenil)etenil]benzeno-1,3-diol 

 
63° 

 
-8.12 

4-(2-amino-1,2-di-hidroxietil)benzeno-1,2-diol 

 
64° 

 
-8.12 

4,5,6,7-tetracloro-3',4',5',6'-tetrahidroxi-3h-spiro[2- 

benzofurano-1,9'-xanten]-3-ona 

 
65° 

 
-8.10 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,6,7-tetrahidroxi-4h-crom-4-ona 

 
66° 

 
-8.08 

(2z)-2-[(3,4-di-hidroxifenil)metilideno]-6-hidroxi-2,3-di- 

hidro-1-benzofurano-3-ona 

 
67° 

 
-8.07 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-4h-crom-4-ona 

 
68° 

 
-8.07 

2-(2,3-di-hidroxifenil)-4h-crom-4-ona 

 
69° 

 
-8.06 

4-[(1r)-2-amino-1-hidroxietil]benzeno-1,2-diol 

 
70° 

 
-8.05 

(2z)-2-[(3,4-di-hidroxifenil)metilideno]-7-hidroxi-6- 

{[(2s,3r,4s,5s,6r)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetilo)oxan- 

2-il]oxi}-2,3-di-hidro-1-benzofurano-3-ona 

 
71° 

 
-8.04 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-trihidroxicrom-4-ona 

 
72° 

 
-8.04 

5,6,7-trihidroxi-2-(4-hidroxifenil)crom-4-ona 
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73° 

 
-8.03 

(1s,3br,9bs,11as)-11a-metil- 

1h,2h,3h,3h,3bh,4h,5h,9bh,10h,11h,11h- 

ciclopenta[a]fenanteno-1,7,8-triol 

 
74° 

 
-8.02 

3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxifenil)propan-1- 

ona 

 
75° 

 
-8.00 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,7,8-trihidroxi-4h-crom-4-ona 

 
76° 

 
-7.99 

(2e)-1-(2,4-di-hidroxifenil)-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2- 

en-1-ona 

 
77° 

 
-7.98 

(2r)-2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenilo)-2-metilpropanilo 

 
78° 

 
-7.96 

(2e)-3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona 

 
79° 

 
-7.95 

7,2-(3,4,5-trihidroxifenil)-3,4-di-hidro-2H-1-benzopirano- 
3,5,7-triol 

 
80° 

 
-7.94 

2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil)-3-hidroxipropanóico 

 
81° 

 
-7.93 

ácido (2r)-2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil)-propanóico 

 
82° 

 
-7.90 

5,6-di-hidroxi-7-metoxi-2-fenil-4h-crom-4-ona 

 
83° 

 
-7.90 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-6-metoxicrom-4- 

ona 

 
84° 

 
-7.90 

trihidroxibenzoil)benzeno-1,2,3-triol 

 
85° 

 
-7.90 

5,7-di-hidroxi-3-[(2s,3r,4r,5r,6s)-3,4,5-trihidroxi-6- 

metiloxan-2-il]oxi-2-(3,4,5-trihidroxifenilo)crom-4-ona 

 
86° 

 
-7.89 

4-benzoilbenzeno-1,2,3-triol 

 
87° 

 
-7.87 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5-di-hidroxi-7-metoxiacrom-4- 

ona 
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88° 

 
-7.86 

3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-(4-hidroxifenil)-2-propen-1-ona 

 
89° 

 
-7.86 

1,2-di-hidroxi-3-nitro-9,10-di-hidroantraceno-9,10-diona 

 
90° 

 
-7.86 

3,4-di-hidroxi-9,10-dioxos-9,10-di-hidroantraceno-2- 

sulfônico 

 
91° 

 
-7.86 

[(2r,3R)-5,7-di-hidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-3,4-di-hidro- 
2H-crom-3-il]3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
92° 

 
-7.85 

8-oxatotracial[8.7.0.0²,⁷ .0¹²,⁷ ⁷ ]heptadeca- 

2(7),3,5,12(17),13,15-hexaeno-5,10,14,15-tetrol 

 
93° 

 
-7.84 

3,7-di-hidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-2,3-di-hidrocrom- 

4-ona 

 
94° 

 
-7.83 

ácido 2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil)(1-⁴ ⁴ c)propanóico 

 
95° 

 
-7.82 

1-({n'-[(e)-(3,4-di- 

hidroxifenil)metilideno]hidrazinocarbonil}metilo)-3-(1,3- 

tiazol-2-il)ureia 

 
96° 

 
-7.81 

3',4',5',6'-tetrahidroxi-3h-spiro[2-benzofurano-1,9'- 

xanten]-3-ona 

 
97° 

 
-7.80 

7,8-di-hidroxi-2-fenil-4h-crom-4-ona 

 
98° 

 
-7.80 

2,6,7-trihidroxi-9-metil-3h-xanten-3-ona 

 
99° 

 
-7.80 

ácido (1r,3r,4s,5r)-1,3-bis[[(e)-3-(3,4-di- 

hidroxifenil)prop-2-enoil]oxi]-4,5-di-hidroxiciclohexano- 

1-carboxílico 

 
100° 

 
-7.78 

3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-(2,3,4-trihidroxifenil)propan-1- 

ona 

 
101° 

 
-7.77 

(6-{[2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-4-oxo-3,4-di- 

hidro-2h-1-benzopiran-3-il]oxi}-3,4,5-trihidroxioxan-2- 

il)metiloacetato 

 
102° 

 
-7.76 

3,7-di-hidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-4h-crom-4-ona 
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103° 

 
-7.76 

6,7-di-hidroxi-4-fenil-2h-crom-2-ona 

 
104° 

 
-7.76 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1-benzopiran- 

3,5,7-triol 

 
105° 

 
-7.76 

(2e)-3-(2,3-di-hidroxifenil)-1-(2,4-di-hidroxifenil)prop-2- 

en-1-ona 

 
106° 

 
-7.75 

4-[(1r)-1-hidroxi-2-(metilamino)etil]benzeno-1,2-diol 

 
107° 

 
-7.72 

ácido 5,6-di-hidroxi-9,10-dioxos-9,10-di-hidroantraceno- 

1-sulfônico 

 
108° 

 
-7.68 

5,6,7-trihidroxi-2-fenil-4h-crom-4-ona 

 
109° 

 
-7.66 

3,5,7,8-tetrahidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1- 

benzopiran-4-ona 

 
110° 

 
-7.64 

5,7,8-trihidroxi-2-fenil-4H-crom-4-ona 

 
111° 

 
-7.63 

6-acetil-2,5,7,8-tetrahidroxi-4-metil-9,10-dioxo-9,10-di- 

hidroantraceno-1-carboxílico 

 
112° 

 
-7.63 

5-[(1e)-1-(fenilamino)pent-1-en-2-il]benzeno-1,2,4-triol 

 
113° 

 
-7.62 

ácido (2s,3s,4s,6r)-6-[(5,6-di-hidroxi-4-oxo-2-fenil-4h- 

crom-7-il)oxi]-3,4,5-trihidroxioxano-2-carboxílico 

 
114° 

 
-7.61 

5,6,7-trihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1- 

benzopiran-4-ona 

 
115° 

 
-7.60 

5,6,10,15-tetrahidroxi-8- 

oxatotracico[8.7.0.0²,⁷ .0¹²,⁷ ⁷ ]heptadeca- 

1(17),2,4,6,12,15-hexaen-14-ona 

 
116° 

 
-7.59 

(8r,9s,13s,14s,17s)-13-metil-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17- 

decahistropenas[a]fenanteno-3,4,17-triol 

 
117° 

 
-7.59 

2-(3,4,5-trihidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1-benzopirano- 

3,5,7-triol 
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118° 

 
-7.59 

6,7-di-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-4h-crom-4-ona 

 
119° 

 
-7.56 

3-{[(2s,3r,4r,5s)-3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolano- 

2-il]oxi}-2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-4h-crom- 

4-ona 

 
120° 

 
-7.56 

4-(4-hidroxibenzoil)benzeno-1,2,3-triol 

 
121° 

 
-7.55 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7,8-tetra-hidroxi-4h-crom-4- 

ona 

 
122° 

 
-7.55 

2-(3,4-di-hidroxibenzoil)benzeno-1,3,5-triol 

 
123° 

 
-7.54 

7,8-di-hidroxi-3-(4-metoxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1- 

benzopiran-4-ona 

 
124° 

 
-7.54 

1,2-di-hidroxi-9,10-di-hidroantraceno-9,10-diona 

 
125° 

 
-7.53 

1,3,6,7-tetrahidroxi-2-[(2s,3r,4r,5s,6r)-3,4,5-trihidroxi-6- 

(hidroximetil)oxan-2-il]xanten-9-ona 

 
126° 

 
-7.51 

(2e)-1-(2,3-di-hidroxi-4-{[((2s,3s,4s,5s,6r)-3,4,5- 

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxi}fenil)-3-(3,4-di- 

hidroxifenil)prop-2-en-1-ona 

 
127° 

 
-7.49 

6,7-di-hidroxi-2-fenil-4h-crom-4-ona 

 
128° 

 
-7.49 

(2r,3s)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-3,4-di- 

hidro-2h-1-benzopiran-4-ona 

 
129° 

 
-7.49 

ácido rac-(2r)-2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil)propanóico 

 
130° 

 
-7.49 

2-(3,4-di-hidroxifenilo)-5-hidroxi-7-metoxi-6-[(3r,5s,6r)- 

3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]-3,4-di-hidro- 

2h-1-benzopiran-4-ona 

 
131° 

 
-7.47 

3,4,6-trihidroxi-9,10-dioxos-9,10-di-hidroantraceno-2- 

sulfônico 
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132° 

 
-7.47 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-{[(2s,5s,6r)-3,4,5- 

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxi}-4h-crom-4-ona 

 
133° 

 
-7.45 

(2r,3s)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-3,4-di- 

hidro-2h-1-benzopiran-4-ona 

 
134° 

 
-7.43 

6,7-di-hidroxi-3-(4-metoxifenil)-4h-crom-4-ona 

 
135° 

 
-7.43 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4h-crom-4- 

ona 

 
136° 

 
-7.42 

1,2,7-trihidroxiantraceno-9,10-diona 

 
137° 

 
-7.42 

2-[3,4-di-hidroxi-5-[(2s,3r,4s,5s,6r)-3,4,5-trihidroxi-6- 

(hidroximetil)oxan-2-il]-3,5,7-trihidroxicrom-4-ona 

 
138° 

 
-7.42 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h-1-benzopirano- 

3,4,5,7-tetrol 

 
139° 

 
-7.41 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-{[(2s,3s,4s,5s,6r)- 

3,4,5-trihidroxi-6-({[(2s,3r,4s,5s)-3,4,5-trihidroxioxan-2- 

il]oxi}metil)oxan-2-il]oxi}-4h-crom-4-ona 

 
140° 

 
-7.41 

(3,4,5-trihidroxibenzoiloxi)zinciobis(ilium)3,4,5- 

trihidroxibenzoato 

 
141° 

 
-7.40 

8-oxatotracial[8.7.0.0²,⁷ .0¹²,⁷ ⁷ ]heptadeca- 
2,4,6,12,14,16-hexaeno-5,10,14,15-tetrol 

 
142° 

 
-7.40 

ácido 2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil)(1-⁴ ⁴ c)propanóico 

 
143° 

 
-7.37 

4-(4-hidroxibenzoil)benzeno-1,2,3-triol 

 
144° 

 
-7.37 

3,4,5-trihidroxi-n'-(3,4,5-trimetoxibenzoil)benzohidrazida 

 
145° 

 
-7.36 

5-(2-fluorobenzoil)-3-nitrobenzeno-1,2-diol 

 
146° 

 
-7.34 

 
Dihydrocanabiscitrin 

 
147° 

 
-7.33 

n'-(furan-2-carbonil)-3,4,5-trihidroxibenzohidrazida 
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148° 

 
-7.26 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-{[(2s,3r,4r,5r,6s)- 

3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-il]oxi}-4h-crom-4-ona 

 
149° 

 
-7.25 

(2e)-3-(4-hidroxifenil)-1-(3,4,6-trihidroxi-2-{[3,4,5- 

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxiano-2-il]oxi}fenilo)prop-2- 

en-1-ona 

 
150° 

 
-7.22 

2-[(3,4-di-hidroxi-5-nitrofenil)metilideno]propanodinitrilo 

 
151° 

 
-7.21 

3-metil-5-(2,4,4-trimetilpentan-2-il)benzeno-1,2-diol 

 
152° 

 
-7.21 

ácido 4,5-di-hidroxi-2-(3,5,7-trihidroxi-4-oxo-4h-crom-2- 

il)benzeno-1-sulfônico 

 
153° 

 
-7.21 

6,6'-dimetil-[1,1'-bifenil]-3,3',4,4'-tetrol 

 
154° 

 
-7.20 

3-[3,4-di-hidroxi-6-metoxi-2-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil]- 

5,7-di-hidroxi-4h-crom-4-ona 

 
155° 

 
-7.19 

1,2,3-trihidroxi-9,10-di-hidroantraceno-9,10-diona 

 
156° 

 
-7.17 

[1,1'-bifenil]-3,3',4,4'-tetrol 

 
157° 

 
-7.14 

1,4-dibromonaftaleno-2,3-diol 

 
158° 

 
-7.13 

antraceno-1,2,10-triol 

 
159° 

 
-7.13 

4-[(1e)-1-(benzilimino)etil]benzeno-1,2,3-triol 

 
160° 

 
-7.12 

1,2,4-trihidroxi-9,10-di-hidroantraceno-9,10-diona 

 
161° 

 
-7.11 

3,5,7-trihidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-3,4-di-hidro-2h- 

1-benzopiran-4-ona 

 
161° 

 
-7.08 

ácido 8,9-di-hidroxi-2-metil-4-oxo-5h-pirano[3,2- 

c]cromo-10-carboxílico 

 
163° 

 
-7.07 

4-(2,4-di-hidroxibenzoil)benzeno-1,2,3-triol 
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164° 

 
-7.07 

3-metil-5-(2,4,4-trimetilpentan-2-il)benzeno-1,2-diol 

 
165° 

 
-7.06 

1-(2,3,4-trihidroxifenil)decan-1-ona 

 
166° 

 
-7.05 

6,7,13,14-tetrahidroxi-2,9- 

dioxatotracico[6.6.2.0⁴ ,⁶ ⁶ .0¹¹,⁵ ⁵ ]hexadeca- 

1(14),4(16),5,7,1,1(15),hexaeno-3,10-diona 

 
167° 

 
-6.98 

5-(2-aminoetil)benzeno-1,2,4-triol 

 
168° 

 
-6.98 

1,2,5,8-tetrahidroxi-9,10-di-hidroantraceno-9,10-diona 

 
169° 

 
-6.96 

(2e)-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2-enotioamida 

 
170° 

 
-6.93 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-[(3,4,5-trihidroxi- 

6-{[(3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-il)oxi]metil}oxan-2- 

il)oxi]-4h-crom-4-ona 

 
171° 

 
-6.93 

(e)-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2-enamida 

 
172° 

 
-6.91 

3,4,5,6-tetrabromobenzeno-1,2-diol 

 
173° 

 
-6.90 

1,5,6-trihidroxi-9h-xanten-9-ona 

 
174° 

 
-6.90 

2-[(3,4,5-trihidroxifenil)metilideno]propanodinitrilo 

 
175° 

 
-6.90 

3,5-di-terc-butilbenzeno-1,2-diol 

 
176° 

 
-6.79 

etilo(2e)-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2-enoato 

 
177° 

 
-6.79 

[1,1'-bifenil]-3,4-diol 

 
178° 

 
-6.75 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-[(3,4,5-trihidroxi- 

6-{[(3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-il)oxi]metil}oxan-2- 

il)oxi]-4h-crom-4-ona 
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179° 

 
-6.69 

2-[(3,4-di-hidroxifenil)metilideno]propanodinitrilo 

 
180° 

 
-6.68 

[1,1'-bifenil]-2,3-diol 

 
181° 

 
-6.59 

descuil3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
182° 

 
-6.59 

2-metilpropilo3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
183° 

 
-6.58 

metilo(2e)-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2-enoato 

 
184° 

 
-6.57 

7,8-di-hidroxi-4-metil-2h-crom-2-ona 

 
185° 

 
-6.56 

2-(3,4-di-hidroxifenil)pentanamida 

 
186° 

 
-6.55 

4-[(1R)-1-hidroxi-2-[(propan-2-il)amino]etil]benzeno-1,2- 
diol 

 
187° 

 
-6.54 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-{[(2s,5r,6r)-3,4,5- 

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxi}-4h-crom-4-ona 

 
188° 

 
-6.52 

hexil3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
189° 

 
-6.49 

nonil3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
190° 

 
-6.46 

3-terc-butil-6-metilbenzeno-1,2-diol 

 
191° 

 
-6.43 

4-{1-hidroxi-2-[(propan-2-il)amino]etil}benzeno-1,2-diol 

 
192° 

 
-6.41 

7,8-di-hidroxi-6-metoxi-2h-crom-2-ona 

 
193° 

 
-6.39 

(2e)-3-(2,3-di-hidroxi-4-metoxifenil)prop-2-enói 

 
194° 

 
-6.38 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-8-[(2s,3r,4s,5s,6r)- 

3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxicrom-4-ona 
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195° 

 
-6.38 

n-[2-(3,4-di-hidroxifenil)etil]acetamida 

 
195° 

 
-6.38 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5-di-hidroxi-6-metoxi-7-{[3,4,5- 

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxi-2-il]oxi}-4h-crom4-ona. 

 
197° 

 
-6.35 

butil3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
198° 

 
-6.35 

7,8-di-hidroxi-2h-crom-2-ona 

 
199° 

 
-6.33 

octil3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
200° 

 
-6.31 

6,7-di-hidroxi-4-metil-2h-crom-2-ona 

 
201° 

 
-6.29 

1-(3,4-di-hidroxifenil)-2-metilpropano-1-ona 

 
202° 

 
-6.27 

(1s,3r,4r,5r)-3-{[(2e)-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2- 

enoil]oxi}-1,4,5-trihidroxiciciclohexano-1-carboxílico 

 
203° 

 
-6.25 

tetradecil3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
204° 

 
-6.25 

2,3,4,6-tetrahidroxi-5h-benzo[7]anule-5-ona 

 
205° 

 
-6.24 

1,2,3,4,5,8-hexahidroxi-9,10-di-hidroantraceno-9,10- 

diona 

 
206° 

 
-6.20 

6,7-di-hidroxicrom-2-ona 

 
207° 

 
-6.19 

5-terc-butil-3-metilbenzeno-1,2-diol 

 
208° 

 
-6.12 

2-(3,4-di-hidroxifenil)acetamida 

 
209° 

 
-6.09 

3-terc-butil-5-metoxibenzeno-1,2-diol 

 
210° 

 
-6.08 

propan-2-il3,4,5-trihidroxibenzoato 
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211° 

 
-6.08 

3,5-dinitrobenzeno-1,2-diol 

 
212° 

 
-6.06 

2-(3,4-di-hidroxifenil)acetonitrilo 

 
213° 

 
-6.05 

etil3,4-di-hidroxibenzoato 

 
214° 

 
-6.03 

4,5-di-hidroxi-2-nitrobenzaldeído 

 
215° 

 
-6.02 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-7-hidroxi-3,5-bis({[(3r,4s,5s,6r)- 

3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxi})-4h-crom- 

4-ona 

 
216° 

 
-6.00 

2,3-dibromo-4,5-di-hidroxibenzaldeído 

 
217° 

 
-5.99 

metilo2,3-di-hidroxibenzoato 

 
218° 

 
-5.99 

(2e)-2-ciano-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2-enotioamida 

 
219° 

 
-5.99 

(2e)-3-(3,4-di-hidroxifenil)prop-2-enói 

 
220° 

 
-5.94 

naftaleno-1,2-diol 

 
221° 

 
-5.90 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-8-[(2s,3r,4s,5s,6r)- 

3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxicrom-4-ona 

 
222° 

 
-5.89 

4-(1,2-di-hidroxietil)benzeno-1,2-diol 

 
223° 

 
-5.89 

1-(2,3-di-hidroxi-4-metoxifenil)etanona 

 
224° 

 
-5.88 

3-terc-butil-5-metoxibenzeno-1,2-diol 

 
225° 

 
-5.86 

3-bromo-4,5-di-hidroxibenzaldeído 

 
226° 

 
-5.86 

4-cloroobenzeno-1,2-diol 
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227° 

 
-5.84 

etilo3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
228° 

 
-5.83 

ido3-bromo-4,5-di-hidroxibenzóico 

 
229° 

 
-5.83 

3,4-dibromo-5-(hidroximetil)benzeno-1,2-diol 

 
230° 

 
-5.80 

1-(3,4-di-hidroxifenil)propan-1-ona 

 
231° 

 
-5.79 

2-(3,4-di-hidroxifenilo)etilo2-[(2s,3s,4s,4s)-3-etilideno-5- 

propanoil-2-{[(2s,3r,4s,5s,6r)-3,4,5-trihidroxi-6- 

(hidroximetil)oxan-2-il]oxi}-3,4-di-hidro-2h-piran-4- 

il]acetato 

 
232° 

 
-5.78 

4-terc-butilbenzeno-1,2-diol 

 
233° 

 
-5.77 

4,6-di-terc-butilbenzeno-1,2,3-triol 

 
234° 

 
-5.75 

ácido 2-amino-3-(2,4,5-trihidroxifenil)propanóico 

 
235° 

 
-5.68 

1-(2,3,4-trihidroxifenil)etanona 

 
236° 

 
-5.67 

2,3-di-hidroxi-4-metoxibenzóico 

 
237° 

 
-5.66 

4-(propan-2-il)benzeno-1,2-diol 

 
238° 

 
-5.66 

ácido 3-(3,4-dimetilfenil)-2-hidrazinil-2-metilpropanóico 

 
239° 

 
-5.65 

metilo3,4-di-hidroxibenzoato 

 
240° 

 
-5.62 

ácido 3,4-di-hidroxibenzóico 

 
241° 

 
-5.58 

metilo3,4,5-trihidroxibenzoato 
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242° 

 
-5.54 

hexadecil3,4,5-trihidroxibenzoato 

 
243° 

 
-5.52 

3,4-di-hidroxibenzo-hidrazida 

 
244° 

 
-5.51 

2-(3,4-di-hidroxifenil)-2-hidroxiacético 

 
245° 

 
-5.51 

3,4-di-hidroxibenzonitrilo 

 
246° 

 
-5.51 

3,4,5-trihidroxibenzamida 

 
247° 

 
-5.50 

3,4,5-trihidroxibenzóico 

 
248° 

 
-5.46 

4-metilbenzeno-1,2-diol 

 
249° 

 
-5.46 

3,4-di-hidroisoquinolina-6,7-diol 

 
250° 

 
-5.45 

3-(propan-2-il)benzeno-1,2-diol 

 
251° 

 
-5.44 

2,3-di-hidroxi-4-metoxibenzaldeído 

 
252° 

 
-5.43 

4,5-di-hidroxi-2-metilbenzóico 

 
253° 

 
-5.35 

4-(hidroximetil)benzeno-1,2-diol 

 
254° 

 
-5.35 

3-metoxibenzeno-1,2-diol 

 
255° 

 
-5.34 

2,3,4-trihidroxibenzóico 

 
256° 

 
-5.31 

4-cloro(1,2,3,4,5,6-¹)benzeno-1,2-diol 

 
257° 

 
-5.29 

ácido 2-[3,4-di-hidroxi(1,2,3,4,5,6-¹)ciclohexa-1,5-dien-1- 
il]acético 
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258° 

 
-5.28 

3,4-di-hidroxibenzaldeído 

 
259° 

 
-5.27 

6-metilbenzeno-1,2,3-triol 

 
260° 

 
-5.20 

ácido 2,3-di-hidroxibenzóico 

 
261° 

 
-5.13 

2,3,4-trihidroxibenzaldeído 

 
262° 

 
-5.09 

benzeno-1,2,4-triol 

 
263° 

 
-5.01 

2,4,5-trihidroxibenzaldeído 

 
264° 

 
-5.00 

benzeno-1,2,3-triol 

 
265° 

 
-5.00 

3-clorobenzeno-1,2-diol 

 
266° 

 
-4.99 

3-metilbenzeno-1,2-diol 

 
267° 

 
-4.85 

(1,2,3,4,5,6-¹³c₆ )benzeno-1,2-diol 

 
268° 

 
-4.84 

 
1_2_dihydroxybenzene_1_13c 

 
269° 

 
-4.83 

benzeno-1,2-diol 

 
270° 

 
-4.83 

(1,2,3,4,5,6-⁴ c₆ )benzeno-1,2-diol 

 
271° 

 
-4.79 

3-fluorobenzeno-1,2-diol 

 
272° 

 
-4.44 

6-[2-(3,4-di-hidroxifenil)etoxi]-5-hidroxi-2-({[3,4,5- 

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]oxi}metilo)-4-[(3,4,5- 

trihidroxi-6-metiloxan-2-il)oxi]oxan-3-il(2e)-3-(3,4-di- 

hidroxifenil)prop-2-enoato 
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 benzeno-1,2,3,4,5,2,5-hexol 

273° -4.38 

 


