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RESUMO 

 

As proteínas quinases são enzimas responsáveis pela catálise de reações por 
fosforilação de proteínas. A fosforilação de resíduos de aminoácidos de proteínas é 
responsável por vários estímulos extracelulares e intracelulares. As quinases são 
conhecidas como a maior família de proteínas em eucariotos, sendo chave central 
da comunicação no controle intracelular, regulação e transdução de sinais.Todas as 
proteínas quinases têm um domínio catalítico que contém uma fenda onde uma 
molécula de ATP se liga e, no planejamento de fármacos, moléculas que bloqueiam 
o sítio de ligação de ATP são promissoras.Um alvo recente no contexto da 
modulação da resposta inflamatória é a IRAK-4 que está envolvida na cascata 
downstream sendo responsável pela produção de citocinas proinflamatórias e pela 
expressão de moléculas coestimulatórias. Várias classes de inibidores de IRAK-4 
têm sido relatadas na literatura, visando à terapia de doenças autoimunes e 
inflamatórias.  Alguns inibidores de quinases obtidos de produtos naturais marinhos 
são conhecidos, sendo um deles o ácido atomárico. Alguns metabólitos de 
Laurencia apresentam atividades antibacteriana e citotóxica, principalmente. Esse 
projeto visa à modelagem molecular da IRAK-4 e a triagem virtual como ferramenta 
na descoberta e no planejamento racional de substâncias inovadoras de origem 
sintética e obtidas de produtos naturais marinhos. Como resultado se tem a análise 
do complexo ligante-proteína através do redocking do T12, análise da melhor função 
de pontuação por gráficos de dispersão e análise das interações intermoleculares 
entre a IRAK-4 e metabólitos das algas do gênero Laurencia que foram utilizados. 
Em conclusão, este estudo sugere que as melhores funções para serem utilizadas 
em um docking molecular com a proteína quinase IRAK-4 são a ChemPLP e 
ChemScore e nem sempre o maior score que é gerado pelo programa GOLD é de 
fato o melhor complexo proteína-ligante do estudo. 

Palavras-chave: IRAK-4, modelagem molecular, produtos naturais marinhos, 
docking, inibidores. 
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ABSTRACT 

Protein kinases are enzymes responsible for the catalysis of reactions for 

protein phosphorylation. Phosphorylation of amino acid residues of protein is 

responsible for various extracellular and intracellular stimuli. Kinases are known as 

the largest family of proteins in eukaryotes, being central key intracellular 

communication in control, regulation and signal transduction. All protein kinases that 

have a catalytic domain contains a slot where a molecule binds ATP and in drug 

design molecules that block ATP binding site are promising. A recent target in the 

context of modulation of the inflammatory response is IRAK - 4 that is involved in the 

cascade downstream being responsible for the production of proinflammatory 

cytokines and the expression of costimulatory molecule. Several classes of inhibitors 

of IRAK -4 have been reported in the literature, aiming to the therapy autoimmune 

and inflammatory diseases. Some kinase inhibitors derived from natural marine 

products are known, one being the atomárico acid. Some metabolites of Laurencia 

exhibit antibacterial and cytotoxic activities mainly. This project aims to molecular 

modeling of IRAK - 4 and virtual screening as a tool in the discovery and rational 

design of innovative substances of synthetic origin and obtained from marine natural 

products. As a result we have the analysis of ligand-protein complex through 

redocking T12, analysis of best scoring function for scatter plots and analysis of 

intermolecular interactions between IRAK -4 and metabolites of algae of the genus 

Laurencia were used. In conclusion, this study suggests that the best functions for 

use in molecular docking with the protein kinase IRAK - 4 are ChemPLP and 

ChemScore and not always the highest score that is generated by the GOLD 

program is in fact the best protein-ligand complex the study. 

Keywords : IRAK-4, molecular modeling, marine natural products, docking, inhibitors. 
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1. INTRODUÇÃO 

As doenças inflamatórias de caráter crônico, assim como as doenças autoimunes 

fazem parte de um conjunto de problemas de saúde que afetam milhões de pessoas 

no mundo todo. Pelo fato de estarem associadas em alguma etapa a outras doenças 

comuns, como a diabetes do tipo 2 (DONATH e SHOELSON, 2011), doenças 

cardiovasculares (MILLER e MCINNES, 2011; MASKREY et al., 2011) e câncer,sua 

gravidade e importância sãodevido a disfunções das suas vias sinalizadoras.A 

compreensão da natureza da modulação inflamatória, assim como dos sistemas 

sinalizadores complexos envolvidos são etapas chave para o planejamento de 

intervenções terapêuticas potenciais.  

A associação entre inflamação crônica e câncer não é nova.No entanto, as 

associações reconhecidas anteriormente tinham implicações práticas limitadas e só 

é relativamente recente a compreensão dos mecanismos moleculares do câncer e a 

interação entre o sistema imunológico e a angiogénese que têm levado ao potencial 

para a intervenção direcionada para prevenir e tratar um número de diferentes tipos 

de câncer. Foi reconhecido no século XIX, que certos tipos de câncer foram devido à 

irritação crônica, principalmente o câncer do escroto de limpadores de chaminés, 

onde o agente irritante era o pó de carvão e câncer de mama masculino associado à 

irritação crônica por chaves. Foi Virchow, em 1863, que escreveu sobre as 

possibilidades de câncer decorrentes de locais de inflamação crônica, observando 

que o câncer é semelhante a feridas que não conseguiram curar/cicatrizar. As 

semelhanças entre a cicatrização de feridas e estroma tumoral foram revistos mais à 

frente por Dvorak. Existem outras condições inflamatórias crônicas que são 

reconhecidas como estar associadas a um risco aumentado de câncer, entre elas 

incluem a esquistossomose (bexiga) e colite ulcerativa (cólon). A compreensão 

recente que muitas infecções bacterianas e virais crónicas também estão 

associados com a formação de tumor fornece os exemplos mais convincentes. Além 

de esquistossomose e câncer de bexiga, oHelicobacter pylori, originalmente 

associado com gastrite crônica, é agora reconhecido como um agente causador de 

adenocarcinoma gástrico e linfoma linfoide do tecido gástrico associado à mucosa. 

(WILLIAMS E POUNDER, 1999). 
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Neste sentido, é de extrema relevância que sejam identificados alvos (proteínas) 

de micromoléculas (ligantes) que possuam papéis centrais na rede complexa da 

inflamação, que envolve citocinas como Interleucina 1 (IL-1), fator nuclear kappa 

B(NF-B) efator de necrose tumoral alfa (TNF-), entre outras, extremamente 

importantes para o desenvolvimento do processo inflamatório (RAMAN et al., 2011). 

 

1.1. PROTEÍNAS QUINASES 

As proteínas quinases são enzimas responsáveis pela fosforilaçãode proteínas, 

através da transferência de um grupamento fosforila de ATP e, em casos 

excepcionais, de GTP, para resíduos de serina, treonina ou resíduos de tirosina. A 

proteína quinase capaz de fosforilar resíduos de tirosina é denominada tirosina 

quinase e a que fosforila resíduos de serina e treonina é denominada serina/treonina 

quinase (Figura 1). A fosforilação destes resíduos é responsável por vários 

estímulosextracelulares e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente 

eficiente para o controle de toda a atividade de proteínas, como, por exemplo, a 

cascata de sinalização de segundos mensageiros (SILVA et al.,2009). 

 

Figura 1. Esquema da reação de fosforilação das proteínas quinases com resíduos de 

Treonina (1), Serina (2) e Tirosina (3). 

A atividade catalítica das proteínas quinases pode favorecer cineticamente a 

reação entre os resíduos de aminoácidos e o ATP; entretanto, a hidrólise 

espontânea de monoéster fosfato possui uma cinética lenta nas condições 

fisiológicas normais, tornando necessária a ação de fosfatases para que a reação 
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seja acelerada (BRIDGES et al., 2001). Dessa forma, a fosforilação de proteínas é 

reversível e controlada por enzimas em ambas as direções.  

As quinases são conhecidas como a maior família de proteínas em eucariotos 

(MANNING et al., 2002) e são a chave central da comunicação no controle 

intracelular, regulação e transdução de sinais. O mecanismo regulador desse tipo de 

proteína inclui vários fenômenos, que vão desde alterações químicas e estruturais, 

até o controle transcricional. Por isto, o estudo do mecanismo de controle das 

proteínas quinases é foco para muitas pesquisas, principalmente para a descoberta 

de novos fármacos (ENGH et al., 2001). 

Existem mais de 50 estruturas cristalinas do sítio catalítico dessas proteínas 

foram publicadas no PDB (Protein Data Bank) e já foram identificadas cerca de 2000 

quinases no genoma humano (LIAO, 2007). 

Em função de seu papel essencial que desempenha no processo de apoptose, 

proliferação celular, oncogênese, entre outros, a desregulação ou superexpressão 

de proteínas quinases está intimamente ligada a doenças como asma, câncer, 

desordens cardiovasculares, diabetes e doenças do sistema nervoso central, entre 

outras (NARAYANA et al., 1999; KOIDE et al., 1995). O envolvimento de proteínas 

quinases no desenvolvimento e manutenção de tumores malignos humanos pode 

ocorrer de diferentes maneiras: rearranjo genômico, incluindo translocação 

cromossomal, gerando fusão de proteínas que contêm o domínio catalítico e uma 

proteína não relacionada que usualmente fornece a função de dimerização, bem 

como a fusão dos genes Bcr-Abl em leucemia mielóide crônica; (CORTES et al., 

1996) mutações que conduzem à atividade quinase;  desregulação da atividade 

quinase por ativação de oncogenes ou perda da função de supressores tumorais 

(BLUME-JENSEN et al., 2001). 

Proteína quinase A (PKA), proteína quinase C (PKC), proteína quinase ativada 

por mitógenos (MAPK), proteína quinase dependende de Ca2+/calmodulina (CAMK), 

proteína quinase dependente de ciclina (CDK), tirosinas quinases (PTK) e tirosinas 

quinases receptoras (RTKS) são algunsexemplos de quinases existentes e, 

descobertas mais recentemente, as proteínas quinases associadas ao receptor de 

interleucina-1 (IRAKs, do inglês “Interleucin Receptor Associated Kinases”), também 

fazem parte da grande família de proteínas quinases. 
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1.1.2. INIBIDORES DE PROTEÍNAS QUINASES 

Todas as proteínas quinases têm um domínio catalítico que contém uma fenda 

onde uma molécula de ATP se liga.O conhecimento estrutural desse domínio tem 

sido bastante utilizado no planejamento de moléculas que façam a inibição alterando 

a conformação espacial destas enzimas e, consequentemente, bloqueando os sítios 

de ligação do ATP..Além de ligações de hidrogênio tipo doador e aceptor, existem 

interações de natureza lipofílica da quinase com o ATP. Os sítios de ligação de ATP 

entre as quinases são muito conservados, porém as regiões próximas e adjacentes 

a esse variam de uma quinase para outra, fazendo com que essas regiões também 

sejam utilizadas no planejamento de fármacos inibidores de quinases (FABBROet 

al., 2002).  

Em 1986,Tamaoki e colaboradores identificaram a estaurosporina (1) como um 

potente inibidor de proteína quinase C(PKC), aumentando assim o interesse pela 

síntese e estudo de inibidores deste tipo de quinase. Porém, como essa enzima 

apresenta várias isoformas, a sua inibição seletiva não é trivial. Vários inibidores de 

quinases foram desenvolvidos e são utilizados para diferentes tipos de disfunções 

fisiológicas desde então; entre estes destacam-se os inibidores de proteína quinase 

dependente de ciclina CDK (2) e inibidores do receptor do fator de crescimento 

epidermal (EGFR) (3), entre outros (Figura 2). 

Uma nova classe de inibidores foi criada algum tempo depois dos primeiros 

desenvolvidos, os inibidores de receptores múltiplos de quinases ou inibidores 

multiquinases. Houve um tempo no qual os inibidores de receptores múltiplos de 

quinases eram considerados um risco. Contudo, em 2006 pela “Battling breast 

cancer” novas evidências mostraram que não somente o organismo tolera o ataque 

multipropagado, como também a estratégia mais apropriada é justamente atacar a 

complexa via da comunicação celular. Nesta classe se enquadram as quinazolinas 

(4), pirrolotriazinas (5), uréias N, N’-dissubstituídas e oxindóis (6), 

diidroindenopirazóis (7) e derivados de pirimidinas (8) (Figura 2) (MASTALERZ et al., 

2007; DANIEL et al., 2006; AKRITOPOULOU-ZANZE etal., 2007; BUSCHBECK et 

al., 2005). 

A ligação a dois sítios pode aumentar a potência e especificidade de inibidores 

para muitas enzimas. Inibidores desse tipo podem, por exemplo, ligar-se ao sítio 
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ativo e ao domínio SH2 de uma Src quinase ao mesmo tempo. Os principais 

inibidores que se ligam a duas regiões de uma quinase são divididos em quatro 

categorias: derivados de sulfonilbenzoil (9), derivados de ácidos carboxílicos (10), 

derivados de dipeptídeos (11) e derivados de fosfodiésteres (12) (Figura 2) 

(PARANG et al., 2001). 
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Figura 2. Inibidores de proteínas quinases. Estaurosporina (1), olomoucina (2), gefitinibe 

(Iressa®) (3), lapatinibe (Tykerb®) (4), pirrolotriazina inibidora de EFGR e HER2 (5), 

Sunitinibe, SU11248 (6), diidroindenopirazol para receptor do domínio de inserção de 



 

8 
 

quinase(KDR) (7), PP1 (8), sulfonilbenzoil inibidor de PKC e PKA (9), derivados de ácidos 

carboxílicos inibidores de PKC e PKA (10), derivado de peptídeo inibidor de quinasesSrc 

(11) e derivado fosfodiéster inibidor de PKA (12). 

1.1.2.1. INIBIDORES DE PROTEÍNAS QUINASES OBTIDOS DE PRODUTOS 

NATURAIS MARINHOS 

Os produtos naturais obtidos de plantas e microorganismos terrestres têm sido 

fontes tradicionais de fármacos há tempos. Exemplos dessa classe de substâncias 

são a morfina, obtida de sementes de papoula, os glicosídeos cardiotônicos, obtidos 

de digitalis e as penicilinas, dos fungos. Programas modernos de descoberta de 

fármacos foram bem-sucedidos em diversos casos, devido à utilização de moléculas 

isoladas de produtos naturais, que sempre têm sido arcabouços moleculares 

importantes para a investigação de novos fármacos (MOLINSKI et al., 2009; 

BUTLER, 2004; BLUNT et al., 2011). 

O primeiro fármaco isolado de produtos naturais marinhos, o ziconotídeo(ω-

conotoxina MVIIA), um peptídeo originado de um molusco marinho, foi aprovado em 

2004 nos Estados Unidos, com o nome comercial de Prialt®, para o tratamento de 

dor crônica em danos da medula espinhal (TERLAU e OLIVERA, 2004). Além disso, 

vários produtos naturais marinhos estão sendo avaliados em testes clínicos de Fase 

I-III nos Estados Unidos e Europa, para o tratamento de vários tipos de câncer, entre 

outros tipos de disfunções (MAYER e GUSTAFSON, 2008). Também foram 

relatados produtos naturais marinhos inibidores de proteínas quinases como a 

lamelarina N (13) e a Variolina B (14) (BAUNBECK et al., 2008; SIMONE et al., 

2005), entre outros (MAYER e GUSTAFSON, 2008). 

Alguns terpenos isolados de Stypopodium zonale (Dictyotaceae), uma alga 

marinha parda, foram descritos como antitumorais, inibidores de tirosina quinase 

p56lck, incluindo-se o composto, o ácido atomárico (15), e o ácido estipoquinônico 

(16), (WESSELS et al., 1999), que apresentam potencial para estudos de 

simplificação molecular, visando à investigação dos grupos farmacofóricos para a 

atividade inibidora de proteínas quinases, numa estratégia que tem sido utilizada 

com sucesso no desenvolvimento de fármacos utilizando como referência o 

arcabouço molecular de produtos naturais (NEWMAN et al., 2003; BUTLER, 2004). 
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Figura 3. Produtos naturais marinhos, inibidores de proteínas quinases. 

 

Nesse contexto, o Grupo de Pesquisas em produtos Naturais de Organismos 

Aquáticos (GPNOA-NUPEM-UFRJ-Macaé), coordenado pela Profa. Angélica Ribeiro 

Soares tem contribuído imensamente para o avanço no conhecimento do potencial 

bioativo de produtos naturais. O grupo tem demonstrado a atividade biológica de 

uma variedade de substâncias obtidas espécies marinhas como as algas pardas 

Stypopodium zonale e vermelha Laurencia dendroidea, entre outras (SOARES et al., 

2008; MACHADO et al., 2010; MENDES et al., 2010; MACHADO et al., 2011).  

Segundo Soares A. R., Machado F L. da S. e colaboradores, as algas vermelhas 

do gênero Laurencia são conhecidas como uma riquíssima fonte de metabólitos 

secundários. Os principais metabólitos já isolados de algas deste gênero são 

sesquiterpenos (WRIGHT et al., 1991), diterpenos (ROCHFORT & CAPON, 1996), 

triterpenos (SOUTO et al., 2002) e acetogeninas (ILIOPOULOU et al., 2002), 

podendo ou não conter halogênios em sua estrutura (Figura 4).  

Alguns estudos mostram que os metabólitos de Laurencia podem apresentar 

múltiplas funções, como proteção contra herbívoros e organismos incrustantes, 
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aumentando a capacidade adaptativa do indivíduo ao ambiente (PEREIRA et al., 

2003). A mediação destes metabólitos em interações entre organismos pode indicar 

que estes metabólitos também atuam em outros sistemas biológicos. Com isso, 

surge a motivação para a busca de metabólitos de interesse terapêutico. Muitos 

estudos têm verificado diferentes e importantes ações farmacológicas de metabólitos 

de algas do gênero Laurencia (KONIG et al., 1994), principalmente citotóxica e 

antibacteriana. 
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Figura 4. Representação de alguns metabólitos extraídos de algas do gênero Laurencia 

derivados da via do isopreno (sesqui, di e triterpernos) e acetogeninas com atividade 

citotóxica e antibacteriana. Sesquiterpeno majapoleno A (17), triterpeno isodeidrotirsiferol 

(18), diterpeno neorogioldiol B (19) e uma série de acetogeninas (20, 21, 22 e 23). 

 

1.2. PROTEÍNA QUINASE 4 ASSOCIADA AO RECEPTOR DE 

INTERLEUCINA-1 (IRAK-4)  

Um alvo recente no contexto da modulação da resposta inflamatória é a IRAK-4 

(LI et al., 2002; FLANNERY e BOWIE, 2010), uma Ser/Thr quinase que foi revelada 

serum transdutor de sinal essencial na cascata downstream dos receptores de 

interleucina-1 (IL-1R), de interleucina-18 (IL-18R) e dos receptores Toll-like (TLRs), 

os quais apresentam como característica em comum a presença de domínios 

intracelulares conservados de receptores Toll e de IL-1 (TIR) (O’NEILL et al., 2008). 

Os TLRs possuem um papel central na resposta imune inata em mamíferos (AKIRA, 

2003; SUHIR e ETZIONI, 2010), dando início à primeira cascata de sinais 
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inflamatórios e respostas imunes inatas após a sua ativação (TAKEDA e AKIRA, 

2004; AKIRA, 2006). 

Sugere-se que moléculas sinalizadoras chave na cascata downstream ao IL-1R e 

aos TLRs teriam efeitos impactantes na resposta inflamatória e seriam alvos 

terapêuticos efetivos para o tratamento de várias doenças associadas à disfunção 

da resposta inflamatória. Após a ligação específica de ligantes ao TLR, o mesmo se 

associa a proteínas adaptadoras intracelulares, como a MyD88 (KAWAI et al., 1999), 

a qual recruta quinases associadas ao receptor de interleucina-1 (IRAKs) para o 

complexo receptor (Burns et al., 1998). 

O ligante (IL-1, LPS, etc.) ao se ligar ao receptor de IL-1 ou Toll like, ativa a 

proteína acoplada ao receptor, a MyD88, a qualrecruta a proteína IRAK-4 que é 

fosforilada e após isso ela fosforila a IRAK-1 que é capaz de se autofosforilar. Essa 

autofosforilação da IRAK-1 é responsável pela ativação do NF-be também de sua 

degradação através de ubiquitinação. (Figura 5). 

             

Figura 5. Cascata de Sinalização da IRAK-4. A proteína MyD88 se liga a IRAK-1, com a 

ativação da IRAK-4 e posteriormente do NF-kB. A estimulação de IL-1 pelo IL-1Rs induz a 

montagem de um complexo de sinalização contendo MyD88 e IRAK-1 e IRAK-4. Dímeros de 
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MyD88 ligam IRAK-1 e IRAK-4 trazendo os respectivos domínios quinases em estreita 

associação (1). Isto resulta na fosforilação de IRAK-1 por IRAK-4, o qual, por sua vez induz 

a atividade de quinase de IRAK-1 conduzindo à sua autofosforilação (2). Estando 

autofosforilada, a IRAK-1 se liga primeiro ao fator TNFR-6-associado (não representado) 

que irá ativar o NF-kB (3) e, em seguida, é ubiquitinada (setas múltiplas ligada a IRAK-1) e 

degradada. Para simplicidade, algumas moléculas adaptadoras foram omitidas. 

A proteína IRAK-4 tem despontado como uma molécula com estas 

características, por ser essencial para a sinalização dos receptores TIR, sendo uma 

quinase que é recrutada logo após a ativação dos receptores por ligantes, além de 

interagir com várias moléculas chave sinalizadoras downstream (LI et al., 2002)  e é 

importante para a produção de citocinas proinflamatórias e para a expressão de 

moléculas coestimulatórias em resposta à sinalização dos TLRs (SUZUKI et al., 

2003; Cao et al., 1996). Assim que é fosforilada, a IRAK-4 se dissocia do complexo 

receptor e associa-se ao fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), que é 

membro da família de proteínas TRAF, as quais possuem papel essencial em vias 

sinalizadoras de vários receptores celulares, e.g. TLR, levando à ativação do NF-B 

e à indução de citocinas proinflamatórias (KOBAYASHI et al., 2004). 

 

1.2.1. ESTRUTURA DA IRAK-4 

O domínio quinase da IRAK-4 possui uma estrutura clássica de proteínas 

quinases, onde o sítio de ligação ao ATP se encontra em sanduíche, num arranjo 

entre dois domínios (Figura 6).A comparação estrutural da IRAK-4 com outras 

Ser/Thr ou Tirosinas quinases mostra que a maioria dos elementos estruturais são 

bem conservados. Entretanto, a estrutura cristalográfica da IRAK-4 apresenta 

características únicas, incluindo, por exemplo, uma hélice  adicional a partir da 

extensão do domínio N-terminal e um loop maior entre as hélices D e E, entre 

outros (WANG et al., 2006).  

Outra característica interessante refere-se ao padrão de interação do fosfato da 

IRAK-4, em comparação a outras Ser/Thr quinases, onde são observados dois ou 

três resíduos de ligação ao fosfato (ZHENG et al., 1993; CANAGARAJAH et al., 

1997; BROWN et al., 1999). Entre os resíduos carregados positivamente, incluem-se 

aqueles pertencentes ao loop catalítico e à hélice C, que são importantes para 
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promover a orientação correta e o ambiente eletrostático para Asp311, que funciona 

como a base catalítica (JOHNSON et al., 1996). Porém, na IRAK-4, o padrão das 

interações do fosfato é mais parecido com aquele observado em Tirosinas Quinases 

(BOGGON et al., 2005), que possuem um motif em comum para a interação do 

fosfato, representado por um único resíduo de arginina ou de lisina no loop de 

ativação, em posições equivalentes a Arg334 da IRAK-4. 

 

Figura 6. Estrutura geral do domínio quinase da IRAK-4 e suas particularidades. Figura 

gerada no programa Pymol, v. 0.99 (DELANO, 2002) a partir da estrutura da IRAK-4 obtida 

no PDB com o código 2NRU (BERMAN et al., 2000; WANG et al., 2006). 

 

Dessa forma, o padrão de interação do fosfato com a IRAK-4 é quase idêntico ao 

da proteína tirosina quinase receptora de insulina (IRK), embora a IRAK-4 seja uma 

Ser/Thr quinase(Figura 7). 
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Figura 7. Resíduos catalíticos de interação com grupos fosfato na IRAK-4. Figura gerada no 

programa Pymol, v. 0.99 (DELANO, 2002) a partir da estrutura da IRAK-4 obtida no PDB 

com o código 2OIB (BERMAN et al., 2000; KUGLSTATTER et al., 2007). 

 

Além de apresentar um padrão de interação com o grupo fosfato diferente de 

outras Ser/Thr quinases, a IRAK-4 também possui um sítio de ligação a substratos 

que é diferenciado (WANG et al., 2009). O enovelamento da bolsa P+1 da IRAK-4, 

definida pela superfície do loop de ativação com a hélice EF (resíduos 

I348VGTTAYM355), é bem semelhante ao da proteína quinase dependente do AMP 

cíclico (cAPK) e quinase fosforilase (PhK), com um resíduo de treonina conservado 

(Thr351, que corresponde a Thr186 na PhK), que interagem com a base catalítica 

Asp311 e Lys313, pertencentes ao loop catalítico (Figura 8).   

Além disso, há uma diferença significativa no tamanho do sítio de ligação da 

IRAK-4. Ao invés de estar alinhado com todos os resíduos hidrofóbicos na bolsa 

P+1, tais como Val183, Pro187 e Leu190 na PhK, e Leu198, Pro202 e Leu205 na 

cAPK, IRAK-4 possui Ile348, Thr352 e Met355. Sugere-se, então que, devido a este 

alinhamento diferenciado, os substratos irão provavelmente adotar uma 

conformação semelhante em torno do sítio P+1, porém com especificidades 

diferentes. Um resíduo grande e mais polar em P+1 será mais adequado para 

interagir com Thr352 no loop P+1. Adicionalmente, dois resíduos carregados, 

Arg347 no loop de ativação e Asp220 no loop próximo à hélice C, alcançam o sítio 
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P+2. Em suma, um resíduo polar ou carregado em P+2 será preferencial para os 

substratos da IRAK-4 (WANG et al., 2009). 

 

Figura 8. Exemplos de aminoácidos pertencentes aos sítios de ligação aos substratos na 

IRAK-4 (P+1 e P+2). Figura gerada no programa Pymol, v. 0.99 (DELANO, 2002) a partir da 

estrutura da IRAK-4 obtida no PDB com o código 2NRU (BERMAN et al., 2000; WANG et 

al., 2006). 

 

1.2.2. INIBIDORES DA IRAK-4 

Várias classes de inibidores de IRAK-4 têm sido relatadas na literatura, visando à 

terapia de doenças autoimunes e inflamatórias (WANG et al., 2009). As principais 

classes de inibidores relatadas incluem amino benzimidazóis (POWERS et al., 

2006), amidas com o núcleo tiazol ou piridina (BUCKLEY et al., 2008a), imidazo[1,2-

]piridinas (BUCKLEY et al., 2008b; BUCKLEY et al., 2008c), imidazo[1,2-

]piridazinas e benzimidazol-indazóis (DURAND-REVILLE et al., 2008; GUCKIAN et 

al., 2008). As estruturas químicas de alguns inibidores desta classe estão 

representadas abaixo (Figura 9): 
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Figura 9. Inibidores de IRAK-4 descritos na literatura, pertencentes à classe dos amino 

benzimidazóis (24), tiazo-amidas (25), imidazo[1,2]-piridinas (26), benzimidazol-

piridinas (27), imidazo[1,2]-piridazinas (28) e indazóis (29). 

 

1.3. MODELAGEM MOLECULAR 

A modelagem molecular constitui-se em uma ferramenta do planejamento 

racional envolvendo a compreensão da interação ao nível atômico de uma 

substância com seu receptor, sob os pontos de vista qualitativo e quantitativo. 

Permite ainda que se analise profundamente, não só a estrutura molecular 

compreendida em determinado sistema biológico, como também fornece meios para 

prever a potencialidade de moléculas candidatas a compostos bioativos. De forma 

simplificada, pode ser considerada como conjunto de técnicas computadorizadas 

baseadas em métodos de química teórica e/ou dados experimentais (COHEN, 

1996). 

Um dos avanços mais importantes no planejamento e na descoberta de novos 

fármacos tem sido a utilização da modelagem molecular (MM). Atualmente, a MM é 

uma ferramenta indispensável não somente no processo de descoberta de novos 

fármacos, mas também na otimização de protótipos já existentes e no planejamento 

racional de candidatos a fármacos (COHEN, 1996; SANT’ANNA, 2002; CARVALHO 
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et al., 2005; WERMUTH, 2009). Segundo a IUPAC, a MM é a investigação das 

estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de química computacional e 

técnicas de visualização gráfica, visando fornecer uma representação tridimensional, 

sob um dado conjunto de circunstâncias (SANT’ANNA, 2002).  

O grande desenvolvimento da MM nos últimos anos deveu-se em grande parte 

ao avanço dos recursos computacionais em termos de hardware (velocidade de 

cálculo) e de software (programas computacionais), além dos avanços em química 

computacional, ressonância magnética nuclear, cristalografia de raios-X, bioquímica 

e biologia molecular (COHEN, 1996). Isto levou a uma grande contribuição na 

descoberta de candidatos a fármacos, conduzindo a rápidos progressos em 

pesquisas e despertando o interesse tanto do meio acadêmico como de indústrias 

farmacêuticas (COHEN, 1996; WERMUTH, 2009). Além disso, a MM pode 

desempenhar papel importante no processo interativo de ensino e aprendizagem, 

por ressaltar aspectos importantes das disciplinas de Planejamento de Fármacos e 

Química Farmacêutica (QF) (COHEN, 1996; SANT’ANNA, 2002; CARVALHO et al., 

2005; WERMUTH, 2009). Como consequência, a elucidação dos mecanismos 

envolvidos nas ações moleculares dos fármacos pode ser compreendida pela 

integração de conhecimentos fundamentais de Química Orgânica, Bioquímica, 

Biologia Molecular e Farmacologia. Os estudos de propriedades estéricas, 

eletrônicas e físico-químicas, de mecanismo de ação, das relações entre estrutura 

química e atividade biológica (SAR) e das interações fármaco/ligante-receptor são 

aspectos que podem ser explorados através da MM (SANT’ANNA, 2002; 

CARVALHO et al., 2005; WERMUTH, 2009). 

 

1.3.1. TRIAGEM VIRTUAL DE FÁRMACOS 

Considerando-se o expressivo número de alvos biológicos (proteínas alvo) 

promissores para o planejamento de fármacos, as técnicas de triagem biológica 

automatizada de alta produtividade (HTS - high throughput screening) e de triagem 

virtual (VS - virtual screening) têm ocupado papel de destaque entre as estratégias 

modernas exploradas na identificação de novas substâncias 

bioativas(LOMBARDINO e LOWE III, 2004). A triagem virtual é um método in silico 

(“computacional”) empregado no estudo de grandes bases de dados de compostos, 
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com o objetivo de identificar moléculas pequenas com elevado potencial de 

interagirem com proteínas alvo, para posterior avaliação bioquímica in vitro (GUIDO, 

R. V. C. et. al, 2008 e ANDRICOPULO, A. D. et. al, 2009). 

A triagem virtual é definida geralmente como um processo em que grandes 

bibliotecas de compostos são automaticamente avaliadas usando técnicas 

computacionais (BOTTEGONI, G. et. al, 2012). Seu objetivo é descobrir moléculas 

potencialmente bioativas em grandes bancos de dados de compostos químicos 

(geralmente ligantes para alvos biológicos) e remover moléculas identificadas como 

tóxicas ou que possuam propriedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas 

desfavoráveis (EKINS, S. et. al, 2007). 

As técnicas de triagem virtual podem se dividir em duas grandes categorias. A 

primeira tem como base a estrutura de ligantes bioativos (LBVS - ligand-based 

virtual screening; em português, triagem virtual baseada na estrutura do ligante) e a 

segunda é baseada na estrutura do receptor biológico (SBVS - structure-based 

virtual screening; em português, triagem virtual baseada na estrutura do receptor).  

Nestes casos, centenas de milhares de moléculas podem ser avaliadas com base 

tanto na similaridade de ligantes conhecidos (LBVS), quanto no acoplamento a sítios 

de ligação específicos de proteínas alvo (SBVS). O método SBVS, conhecido como 

ancoramento molecular (molecular docking), possibilita a seleção de uma pequena 

fração de moléculas apresentando um conjunto favorável de interações 

intermoleculares, com base em um determinado mecanismo e modo de ligação 

(e.g., inibidores enzimáticos) que atuem de maneira reversível através de um 

mecanismo do tipo competitivo (GUIDO et al., 2008 e ANDRICOPULO et al., 2009). 

O Docking (VALERIO, 2009; MAGGIORA, 2011 e WILLETT, 2006) consiste em 

procedimentos computacionais que predizem o modo de ligação e a afinidade de um 

ligante com um alvo receptor, e suas origens remontam à década de 80 

(VENKATRAMAN et. al, 2010). Cada ligante de um banco de dados é ancorado a 

um sítio ativo de um receptor, e os algoritmos fazem uma busca extensiva das 

possibilidades de conformação e orientação do ligante dentro do sítio. Cada 

possibilidade é avaliada quantitativamente por uma função de pontuação, e os 

ligantes podem ser ordenados através desta afinidade com o receptor (STUMPFE, 

D. et. al, 2011). 
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O programa de ancoramento molecular Gold, já existe há alguns anos (JONES 

et. al, 1995 e 1997). Esse programa tem apresentado uma contínua evolução ao 

longo dos anos, fazendo com que se mantenha um dos programas de docking mais 

utilizados e citados disponíveis atualmente. Inicialmente, o Gold tinha apenas uma 

função de pontuação, Goldscore. Atualmente, possui quatro, que podem ser usadas 

para docking: Goldscore (JONES et. al, 1995 e 1997), Chemscore (ELDRIDGE et. al, 

1997 e VERDONK et. al. 2003), ASP (MOOIJ E VERDONK 2005) e ChemPLP 

(KORB, STÜTZLE  e EXNER  2009). 

Cada uma das quatro funções de pontuação é diferente significativamente em 

construção para com as outras: 

 A função Goldscore é baseada em campos de força padrões e 

compreende a energia de interação entre o receptor e o ligante (definida 

pelos termos de energia de ligação de hidrogênio do complexo receptor-

ligante e energia de interaçãode van der Waals) e a energia interna do 

ligante (definidas pelos termos de energia de ligação de hidrogênio 

intramolecular e de van der Waals do ligante). 

 A função Chemscore é empírica e assim, visa obter com mais precisão o 

cálculo da energia livre de interação do ligante com a macromolécula a 

partir do ajuste das equações provenientes dos campos de força, 

utilizando dados experimentais. 

 ASP (Astex Statistical Potential, em português Potencial Astex Estatístico) 

é uma função de pontuação baseada no conhecimento derivado a partir 

debancos de dados de proteínas (PDB). 

 ChemPLP é a função de pontuação introduzida mais recentemente. Ela 

trata contatos neutros e repulsivos através do potencial linear por partes 

(PLP). Este simples potencial possui tanto uma parte atrativa e repulsiva 

para contatos neutros e apenas uma parte repulsiva para contatos 

anticomplementares (doador-doador, metal-doador e aceptor-aceptor). O 

termo Chemscore de ligação de hidrogênio é usado para ligações de 

hidrogênio e o termo Chemscore de energia interna também é usado. 

ChemPLP é rápido para calcular (aferição em 23s para 10x repetições de 

ancoramentos em configurações padrão, em comparação com Goldscore, 

tendo aferição a 90s). 
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Com características marcantes como elevado desempenho, versatilidade, 

baixo custo e facilidade de uso, o sucesso do emprego da VS pode ser confirmado 

pelos inúmeros compostos bioativos que já foram descritos (GUIDOet al., 2008 e 

ANDRICOPULO et al., 2009).). Entretanto, existem algumas limitações inerentes a 

este método que devem ser esclarecidas. 

Na avaliação de compostos por SBVS, por exemplo, os modelos utilizados 

são simplificados e não representam de forma completa as interações 

intermoleculares entre ligantes (micromoléculas) e proteínas alvo (macromoléculas). 

(LEACH et. al, 2006) Consequentemente, além de uma fração de compostos que 

possui boa pontuação (i.e., predição de alta afinidade pela proteína alvo) e atividade 

biológica, há também uma fração de falso-positivos (i.e., compostos que obtêm boa 

pontuação, mas não se ligam com alta afinidade ao alvo) que não apresentam 

atividade biológica. Além disso, existe o problema dos falso-negativos, ou seja, 

compostos com boa atividade biológica que não obtêm boa pontuação (SHOICHET, 

2004).Para que bons resultados possam ser alcançados, uma questão bastante 

importante é o planejamento da estratégia a ser empregada, fundamentado em um 

entendimento sólido da informação disponível e das potencialidades e limitações dos 

métodos. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Na química medicinal moderna, estudos de modelagem molecular com as 

biomacromoléculas-alvo podem auxiliar na proposição de novos derivados 

funcionais e análogos sintéticos. Nesse contexto, o ancoramento molecular tem sido 

aplicado à descoberta de novos ligantes de alvos terapêuticos reconhecidos, como 

por exemplo, a partir de uma triagem virtual em um banco de dados de estruturas 

moleculares tridimensionais selecionadas (ligantes) tendo como alvo um 

determinado receptor molecular (KROEMER, 2007). 

Esta ferramenta tem possibilitado a descoberta de novos arcabouços 

moleculares de origem sintética e de produtos naturais, assim como tem auxiliado na 

otimização da atividade de compostos-protótipos, aumentando a afinidade e a 

especificidade entre receptor e ligante, assim como a resistência adquirida 

(KITCHEN et al., 2004). 

A proteína IRAK-4 utilizada nos estudos foi escolhida pelo fato de ser uma 

quinase que é ativada e recrutada logo no início da cascata de sinalização de uma 

resposta inflamatória. Esta proteína também se destaca por estar presente na 

cascata de todos os receptores do tipo Toll-like. Outro motivo imprescindível para 

escolha desta proteína para estudo é a disponibilidade desta para teste em bancada 

através de um kit de ensaio enzimático. 

A escolha das algas do gênero Laurencia foi feita por um estudo realizado 

anteriormente feito seus metabólitos e outras duas proteínas quinases onde os 

resultados obtidos foram satisfatórios e também, por serem conhecidos metabólitos 

inibidores de proteínas quinases e seus metabólitos estarem relacionados com 

atividade antiinflamatória e citotóxica. 

Portanto, no âmbito de um programa de pesquisas que visa o planejamento e 

a descoberta de novos compostos, candidatos a protótipos de fármacos 

antiinflamatórios, com ação sobre biomacromoléculas de importância reconhecida, 

esse projeto visa à modelagem molecular da proteína quinase IRAK-4 e a triagem 

virtual como ferramenta no planejamento racional de substâncias inovadoras de 

origem sintética e obtidas de produtos naturais marinhos.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 Avaliar o modo de ligação e interação dos metabólitos do gênero Laurencia 

com a IRAK-4 usando a triagem virtual como ferramenta no planejamento racional 

de substâncias inovadoras. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Validar o docking com a IRAK-4 utilizando inibidores existentes na literatura, para 

a construção de gráficos de pIC50 versus função de pontuação disponíveis no 

programa GOLD; 

Utilizar a função de pontuação validada para realizar o docking com metabólitos 

antitumorais isolados da alga do gênero Laurencia; 

Analisar as interações intermoleculares entre os complexos ligante-proteína. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Obtenção da estrutura da proteína IRAK-4 

 A estrutura da proteína-alvo (IRAK-4) co-cristalizada com seu inibidor (1-(3-

hidroxipropil)-2-[(3-nitrobenzoil)amino]-1H-benzimidazol-5-il pivalato ou T12, como é 

conhecido) (Figura 10) foi obtida no banco de dados de proteínas (Protein Data 

Bank– PDB) (www.rcsb.org/pdb/) sob inserção do código 2NRU com resolução de 

2Å (WANG et al, 2006). 

 

Figura 10. Inibidor da IRAK-4, T12. 

 

4.1.2 Seleção e construção dos inibidores de referência 

 Visando calibrar o método de docking molecular, foram selecionados 90 

inibidores de IRAK-4 da classe dos imidazo[1,2-]piridina, benzimidazóis e tiazo-

amidas (Figura 11) com atividades inibitórias distribuídas em uma faixa logarítmica 

de 5 unidades (Gráfico 1).  Feito isso, os inibidores selecionados da literatura foram 

construídos e otimizados pelo método semi-empírico AM1 no programa SpartanPro 

(Wavefunction, Inc.). Vale ressaltar que grupos ionizáveis foram modelados em suas 

formas carregadas. 

http://www.rcsb.org/pdb/
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Figura 11. Exemplos de inibidores utilizados no docking com a IRAK-4. Derivados amidas e 

imidazo[1,2]-piridinas com estudo de SAR em grupos funcionais diferentes; anel anilina 

(31), terminal aromático (32), anilinas da série tiazol fundido à aromáticos terminais (33), 

núcleo piridina com 2 posições substituintes (34), núcleo piridina (35), análogos de 

benzimidazóis (36). 

 

 

Gráfico 1. Estruturas representativas e atividades inibitórias dos inibidores de IRAK-4 (pIC50) 

distribuídas em faixa logarítmica de cinco unidades. 

 4.1.3 Docking molecular  

 Após a construção e otimização dos inibidores referências, foi aplicada a 

metodologia de docking molecular do programa GOLD versão 4.1.2 (VERDONK et 

al., 2003) com a estrutura da IRAK-4 co-cristalizada com o T12 (Figura 12). 
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Figura 12. IRAK-4 co-cristalizada com o T12 

 

As etapas dos estudos de docking estão descritas abaixo: 

1)- Docking molecular com a estrutura da IRAK-4 (2NRU)utilizando os resíduos 

Met265, Arg273 e Lys213 como referência para definição do espaço de busca; 

2)- Variações no tamanho do raio desejadopara o sítio de ligação (10, 15 e 20 Å); 

3)-Variação nas funções de score: Chemscore e ChemPLP. 

4.1.4 Validação dos estudos de docking 

Com os valores dos scores em mãos, a metodologia foi validada por: 

1)- Análise do redocking com o ligante co-cristalizado, T-12; 

2)- Análise dos gráficos de dispersão entre os valores de score obtidos por cada 

função em cada raio utilizado vs pIC50(-LogIC50, em M) dos inibidores listados na 

literatura, seguido da identificação do R² da reta.A função de scoree o raio do sítio 

ativo com maior R² apresentado dentre todos os cálculos foi selecionada para 

avaliação do redocking. 

3)- Seleção da melhor metodologia de docking para estudos com metabólitos de 

Laurencia 
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4)- Análise do número de interações das melhores poses e sobreposição dos 

inibidores de referência com a IRAK-4; 

 Posteriormente foi realizada a construção e otimização de metabólitos das 

algas do gênero Laurencia (Figura 13) pelo software Spartan Pro (Wavefunction, 

Inc.), utilizando os mesmos critérios adotados para os inibidores da referência. Com 

isso, o docking molecular dos metabólitos das algas do gênero Laurencia com a 

IRAK-4 foi realizado usando a melhor metodologia. A visualização dos resultados foi 

realizada no Pymol, versão 0.99, para Windows (DELANO, 2002). As moléculas que 

apresentaram maiores valores de score e maior número de interações (ligações 

hidrogênio, interações hidrofóbicas, etc.) foram selecionadas para estudos 

posteriores. 

 

Figura 12. Metabólitos das algas do gênero Laurencia utilizado no estudo com a IRAK-4. 

Metabólito 19 (37), Metabólito 11 (38), Metabólito 12 (39), Metabólito 13 (40), Metabólito 14 

(41), Metabólito 15 (42), Metabólito 16 (43), Metabólito 17 (44) e Metabólito 18 (45). 



 

27 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Validação da metodologia de docking por "redocking" 

5.1.1. Redocking do inibidor 

 O redocking do inibidor T12 foi realizado utilizando as funções de score 

Chemscore e ChemPLPno programa GOLD e diferentes resíduos de aminoácidos 

do sítio ativo da IRAK-4 como referência estão mostrados na Tabela 1.As diferenças 

nos valores de score não são comparáveis porque as funções geram os valores 

utilizando termos de energia diferentes. Portanto, faz-se necessária a inspeção 

visual das poses obtidas para cada estratégia utilizada. 

 

Tabela 1. Valores de score obtidos por redocking do inibidor T12 com a IRAK-4. 

Valor de score Função Resíduo referência 

34,65 Chemscore Met265 

92,99 ChemPLP Met265 

29,39 Chemscore Arg273 

89,19 ChemPLP Arg273 

30,26 Chemscore Lys213 

71,06 ChemPLP Lys213 

Os resíduos utilizados como referência são os resíduos do sítio ativo que 
fazem interação por ligação de hidrogênio com o inibidor co-cristalizado à 
IRAK-4. 

 

5.1.2 Inspeção Visual do redocking do inibidor 

 A sobreposição das melhores poses do inibidor T12 com a IRAK-4 utilizando 

o resíduo de aminoácido Met265 como referência está demonstrada nas Figuras 14 

e 15. Na sobreposição do inibidor utilizando a função ChemScore (Figura 14), 

observa-se que ocorrem cinco interações por ligação de hidrogênio entre o inibidor e 

os resíduos Lys213, Tyr262, Tyr264, Ala315 e Ser328, enquanto que na 

sobreposição do inibidor utilizando a função ChemPLP (Figura 15), observam-se 
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seis interações. Observa-se ainda que três dos resíduos que interagiram por ligação 

de hidrogênio com o inibidor utilizando a função ChemScoreaparecem nomelhor 

resultado obtido com a função ChemPLP (Lys213, Tyr262, Tyr264).Há, ainda, 

interação com os resíduos Ser269, Asp272 e Met265. 

 

Figura 14. Sobreposição do inibidor referência (T12) cristalizado com a IRAK-4, utilizando a 

função ChemScore e o resíduo Met265 como referência. T12 do cristal em amarelo e T12 

do redocking em anil, com destaque para as interações intermoleculares por ligação de 

hidrogênio (amarelo) com resíduos de aminoácidos da proteína (branco). 

 

 

Figura 15. Sobreposição do inibidor referência (T12) cristalizado com a IRAK-4, utilizando a 

função ChemPLP e o resíduo Met265 como referência. T12 do cristal em amarelo e T12 do 
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redocking em rosa, com destaque para as interações intermoleculares por ligação de 

hidrogênio (amarelo) com resíduos de aminoácidos da proteína (branco). 

 

 As inspeções visuais da sobreposição do inibidor co-cristalizado com a IRAK-

4 utilizando o resíduo de aminoácido Arg273 como referência estão representadas 

nas Figuras 16 e 17. Analisando-se a sobreposição do inibidor utilizando a função 

ChemScore (Figura 16) percebe-se quatro interações por ligação de hidrogênio com 

os resíduos de aminoácidos Ile185, Lys191, Lys202 e Tyr264. É notável que o 

inibidor ocupou apenas pequena parte do sítio de ligação do T12 cristalizado com a 

IRAK-4. 

 A análise da sobreposição da melhor pose do inibidor com a funçãoChemPLP 

tendo o resíduo Arg273 como referência para a definição do sítio ativo (Figura 17) 

mostra que há um número maior de ligações de hidrogênio, com os resíduos 

Lys213, Tyr264, Met265, Ser269 e Asp272. 

 

Figura 16. Sobreposição do inibidor referência (T12) cristalizado com a IRAK-4, utilizando a 

função ChemScore e o resíduo Arg273 como referência. T12 do cristal em amarelo e T12 do 

redocking em anil, com destaque para as interações intermoleculares por ligação de 

hidrogênio (amarelo) com resíduos de aminoácidos da proteína (branco). 
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Figura 17. Sobreposição do inibidor referência (T12) cristalizado com a IRAK-4, utilizando a 

função ChemPLP e o resíduo Arg273 como referência. T12 do cristal em amarelo e T12 do 

redocking em rosa, com destaque para as interações intermoleculares por ligação de 

hidrogênio (amarelo) com resíduos de aminoácidos da proteína (branco). 

 

 As sobreposições das melhores poses do inibidor utilizando o resíduo de 

aminoácido Lys213 como referência e as funções Chemscore e ChemPLP estão 

representadas nas Figuras 18 e 19. Ao analisarmos a sobreposição do inibidor 

utilizando a função ChemScore (Figura 18) observa-se que este ocupa o sítio 

parcialmente e que este interage com a IRAK-4 por ligações de hidrogênio com os 

resíduos de aminoácidos Lys313, Asn316 e Met265. Analisando-se a sobreposição 

do inibidor utilizando a função ChemPLP (Figura 19), observa-se que a interação 

com a proteína ocorre por ligação de hidrogênio com os mesmos resíduos de 

aminoácidos observados utilizando a função ChemScore. 
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Figura 18. Sobreposição do inibidor referência (T12) cristalizado com a IRAK-4, utilizando a 

função ChemScore e o resíduo Lys213 como referência. T12 do cristal em amarelo e T12 do 

redocking em anil, com destaque para as interações intermoleculares por ligação de 

hidrogênio (amarelo) com resíduos de aminoácidos da proteína (branco). 

 

 

Figura 19. Sobreposição do inibidor referência (T12) cristalizado com a IRAK-4, utilizando a 

função ChemPLP e o resíduo Lys213 como referência. T12 do cristal em amarelo e T12 do 

redocking em rosa, com destaque para as interações intermoleculares por ligação de 

hidrogênio (amarelo) com resíduos de aminoácidos da proteína (branco). 
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 Esses resultados sugerem que se pode utilizar tanto a função ChemScoretendo 

como referência o resíduo Met265 quanto a função ChemPLP e resíduo de Arg273 para 

prosseguimento dos estudos, já que a sobreposição das melhores poses e o número de 

interações observadas são praticamente idênticos. 

 

5.2 Validação da metodologia de docking utilizando a correlação entre 

valores de pIC50 e scores obtidos 

5.2.1 Docking molecular utilizando o resíduo Met265 do sítio ativo da IRAK-

4 como referência 

Baseado nos resultados anteriores optou-se por utilizar a função Chemscore nos 

estudos de correlação, incluindo a variação dos raios atômicos. Os resultados estão 

demonstrados na Figura 20. 

 

Figura 20. Gráficos de dispersão correlacionando osscores obitidos no docking da 

Met265vs pIC50 dos inibidores da literatura por uma linha de tendência e seu R². a) função 

A 

B 

C 
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ChemScore e raio de 10 Ǻ, b) função ChemScore e raio de 15 Ǻ, c) função ChemScore e 

raio de 20 Ǻ. 

 Como pode ser observado, os melhores resultados do ancoramento molecular 

com a IRAK-4 utilizando o resíduo Met265 como base para as interações entre o 

complexo proteína-inibidor foram obtidos com a função ChemScore e raio de 20 Å 

(Figura 20). Entretanto, o valor do R² da linha de tendência (0,2195) indica uma 

baixa correlação. 

5.2.2 Docking molecular utilizando o resíduo Arg273 do sítio ativo da IRAK-

4 como referência 

 O ancoramento molecular utilizando-se o resíduo de Arg273 como referência 

do sítio ativo da proteína quinase foi realizado com o intuito de verificar se ao utilizar 

este resíduo como base para as interações intermoleculares entre o complexo 

proteína-inibidor seria obtida melhor correlação entre os dados. A metodologia 

adotada para realização do ancoramento molecular utilizando este resíduo foi igual 

ao anterior, mudando apenas o resíduo de referência. De modo semelhante ao 

ancoramento molecular com o resíduo de Met265, gráficos de dispersão dos valores 

de score versus a pIC50 dos inibidores foram gerados (Figura 21). 
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Figura 21. Gráficos de dispersão correlacionando os scores obitidos no docking da Arg273 

vs pIC50 dos inibidores da literatura por uma linha de tendência e seu R². a) função 

ChemScore e raio de 10 Ǻ, b) função ChemScore e raio de 15 Ǻ, c) função ChemScore e 

raio de 20 Ǻ. 

 Pela análise dos gráficos pode-se observar que o valor de R² quando 

comparado aos valores obtidos com a Met265 foi maior utilizando-se um raio de 10 

Å (0,2643). Neste caso, ao aumentarmos o tamanho do raio o valor de R² em vez de 

aumentar como foi observado no ancoramento utilizando Met265 como referência 

diminui de 0,2643 inicial para 0,184 com a variação final do raio (20 Ǻ). 

5.2.3 Docking molecular utilizando o resíduo Lys213 do sítio ativo da IRAK-

4 como referência 

 Como os resultados do ancoramento dos inibidores com os resíduos de 

Met265 e Arg273 não foram satisfatórios, foi realizado ainda um último docking com 

o resíduo catalítico Lys213. A metodologia adotada para o ancoramento com este 

resíduo foi a mesma utilizada pelos anteriores, sendo que ao analisar os resultados 

já era visto que os valores de score gerados aparentavam ser melhores. Para 

A 

B 

C 
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confirmar essa suspeita, mais uma vez, gráficos de dispersão foram gerados e os 

resultados obtidos foram maiores do que os anteriores, indicando que o 

ancoramentocom a IRAK-4 utilizando este resíduo do sítio ativo como base para as 

interações intermoleculares entre complexo proteína-ligante é o de melhor escolha 

entre os três. Os gráficos que obtiveram melhor resultado na correlação função 

score em diferentes raios (10, 15 e 20 Ǻ) vspIC50 dos inibidores da literatura através 

de uma linha de tendência e R² da mesma são apresentados na Figura 22. 

 

Figura 22. Gráficos de dispersão correlacionando os scores obitidos no docking da Lys213 

vs pIC50 dos inibidores da literatura por uma linha de tendência e seu R². a) função 

ChemScore e raio de 10 Ǻ, b) função ChemScore e raio de 15 Ǻ, c) função ChemScore e 

raio de 20 Ǻ. 

 O resultado mais expressivo nesses estudos de correlação foi observado 

utilizando-se o resíduo Lys213 como referência e raio de 10 Å, visto que o valor de 

R² obtido (0,3) foi superior aos anteriores, apesar de estar longe do ideal, que seria 

no mínimo um valor de 0,5 ou superior. Baseado nisso, utilizou-se essa metodologia 

como padrão para o docking com os metabólitos das algas do gênero Laurencia. 

A 

B 
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Cabe ressaltar que também foi feito o docking incluindo a flexibilidade dos resíduos 

do sítio ativo para tentar obter um encaixe proteína-ligante mais próximo ao real. 

Contudo, os resultados não foram melhores (dados não mostrados), mantendo-se 

então a metodologia onde os resíduos da proteína considerados são rígidos. 

Só foram mostrados os gráficos utilizando a função ChemScore pelo fato dos 

gráficos de correlação depIC50vsscore das funções de pontuação que alcançaram 

um valor de R² um pouco expressivo ter sido os gráficos dos docking utilizando a 

ChemScore. A correlação entre pIC50vs score da ChemPLP e também GoldScore, 

obteve um valor de R² muito abaixo do esperado (valores entorno de 0,005 e 0,18 no 

máximo). 

Tabela 2. Valores de score obtidos com função Chemscore, resíduo de referência 

Lys213, raio 10Å e atividade (pIC50). 

 

Esta tabela mostra que apesar dos valores de R² não terem alcançado um valor 

igual ou superior à 0,5, o programa GOLD consegue predizer de uma forma 

confiável as moléculas mais ativas (amarelo) e menos ativas (vermelho) através da 

correlação com o valor de score que é emitido pelo mesmo. 
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5.3 Estudos de docking dos metabólitos de Laurencia com a IRAK-4 

 Os metabólitos deste estudo foram ancorados à proteína IRAK-4, visando à 

comparação com o modo de ligação no cristal observado para o T12, composto de 

referência. O maior valor de score foi obtido para o metabólito 19, seguido do 

metabólito 13, 18 e 16, respectivamente. Vale ressaltar que somente um metabólito, 

o 15, obteve valor de score menor do que foi observado para o inibidor T12. O 

gráfico abaixo mostra de forma mais clara os valores de score obtidos no docking 

para cada metabólito. 

 

Grafico 2. Valores de score obtidos por docking molecular dos metabólitos deste estudo e 

com IRAK-4 utilizando o programa GOLD. 

5.3.1 Inspeção Visual das Interações entre os ligantes e a IRAK-4 

 A inspeção visual do melhor complexo do Metabólito 16 com a IRAK-4 é 

representada na Figura 23. Nela é possível perceber que ocorrem interações de 

ligação hidrogênio entre o metabólito 16 e os resíduos de Met265, Asp329, Asn316 

e Lys313. Ainda foram destacados resíduos do sítio ativo que podem fazer possíveis 

interações hidrofóbicas, dentre esses estão os Ser328, Phe197, Ala315, Tyr262, 

Tyr264, Val200. 
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Figura 23. Melhor complexo do Metabólito 16 (anil) com a IRAK-4 obtido por docking 

molecular com o programa GOLD. T12 (amarelo), ligação hidrogênio pontilhada e resíduos 

de aminoácidos envolvidos nela e em interação hidrofóbica em legendas brancas. Os 

átomos de hidrogênio foram omitidos para melhor visualização. 

 O complexo do Metabólito 18 com a IRAK-4 obtido por docking é mostrado na 

Figura 24. Este complexo apresentou também quatro interações por ligação de 

hidrogênio, sendo que duas dessas são com um mesmo resíduo de aminoácido, 

Asn316, porém o local dessas é diferente, uma é com o –NH da cadeia lateral do 

aminoácido e a outra é com o oxigênio do grupamento carbonila da mesma. As 

interações por ligação de hidrogênio são realizadas com os resíduos Asn316, 

Met265 e Asp329. São destacados ainda os resíduos que fazem possíveis 

interações hidrofóbicas. 

 

Figura 24. Melhor complexo do Metabólito 18 (verde) com a IRAK-4 obtido por docking 

molecular com o programa GOLD. T12 (amarelo), ligação hidrogênio pontilhada e resíduos 
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de aminoácidos envolvidos nela e em interação hidrofóbica emlegendas brancas. Os átomos 

de hidrogênio foram omitidos para melhor visualização. 

 A inspeção visual do melhor complexo do Metabólito 19 com a proteína 

utilizada mostrou apenas uma interação por ligação de hidrogênio com o resíduo 

Met265, mas interações hidrofóbicas podem ocorrer. Alguns resíduos do sítio ativo 

para possíveis interações hidrofóbicas foram destacados na inspeção visual, entre 

eles estão a Tyr262, Tyr264,Val200, Lys213, Phe197, Asp329 (Figura 25). 

 

Figura 25. Melhor complexo do Metabólito 19 (anil) com a IRAK-4 obtido por docking 

molecular com o programa GOLD. T12 (amarelo), ligação hidrogênio pontilhada e resíduos 

de aminoácidos envolvidos nela e em interação hidrofóbica emlegendas brancas. Os átomos 

de hidrogênio foram omitidos para melhor visualização. 

 A inspeção do melhor complexo do Metabólito 15 em docking molecular com 

a IRAK-4 é mostrado na Figura 26. Nela é possível observar o metabólito interagindo 

com a proteína através de três ligações de hidrogênio com os aminoácidos Lys313 

(duas interações) e com Lys213. Resíduos de aminoácidos do sítio ativo também 

foram destacados para mostrar que é possível ocorrer interação hidrofóbica entre 

eles e o metabólito em questão. Destes resíduos destacam-se, Ser328, Phe197, 

Asp329, Tyr262, Tyr264. 
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Figura 26. Melhor complexo do Metabólito 15 (anil) com a IRAK-4 obtido por docking 

molecular com o programa GOLD. T12 (amarelo), ligação hidrogênio pontilhada e resíduos 

de aminoácidos envolvidos nela e em interação hidrofóbica em legendas brancas. Os 

átomos de hidrogênio foram omitidos para melhor visualização. 

Os estudos de docking molecular com a proteína quinase IRAK-4 mostraram uma 

melhor afinidade teórica geral, julgando-se pelos valores de score obtidos, para os 

metabólitos extraídos de algas do gênero Laurencia. Neste sentido, os metabólitos 

16 e 18, por exemplo, foram capazes de se ligar, embora parcialmente, ao mesmo 

sítio de ligação do T12, o composto de referência (Figura 27). 

    

Figura 27. Sobreposição do metabólito 16 (anil) e metabólito 18 (verde) com o T12 

(amarelo) em suas melhores “poses” obtidas por docking molecular com o programa GOLD 

na IRAK-4. 
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6. CONCLUSÕES 

 Em conclusão, este estudo sugere que as melhores funções para serem 

utilizadas em um docking molecular com a proteína quinase IRAK-4 são a ChemPLP 

e ChemScore julgando pelo estudo de redocking do inibidor com análise das 

sobreposições e também pela análise dos gráficos de dispersão entre valor de score 

obtidos vs pIC50 dos inibidores descritos na literatura. Nem sempre o maior score 

que é gerado pelo programa GOLD é de fato o melhor complexo proteína-ligante do 

estudo, fato este que pode ser confrontado pela inspeção visual dos metabólitos de 

algas do gênero Laurencia com a IRAK-4, onde o Metabólito 19 (maior valor de 

score) apresentou apenas uma interação por ligação de hidrogênio, apenas algumas 

interações hidrofóbicas e ocupou parcialmente o sítio de ligação do mesmo 

enquanto que o Metabólito 15 (pior valor de score) apresentou uma ocupação do 

sítio de ligação do inibidor um pouco melhor do que o Metabólito 19 e ainda, 

conseguiu interagir com a proteína através de três ligações de hidrogênio com 

resíduos do sítio ativo e também apresentou uma maior possibilidade de possíveis 

interações hidrofóbicas. 

Ao final da inspeção visual dos metabólitos complexados à IRAK-4 percebe-se que o 

metabólito 16 é o que possui uma melhor posição na cavidade do sítio ativo, fato 

este que pode ser comprovado pelo número de interações de ligação de hidrogênio 

e resíduos de aminoácidos do sítio ativo que podem fazer interações hidrofóbicas 

com este metabólito. Dessa forma o metabólito 16 se destaca para realização de 

estudos posteriores com a IRAK-4, visando modificações estruturais para otimizar as 

interações realizadas com a proteína IRAK-4. 
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