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Resumo

A resisténcia a insulina envolve alteragcdes no trafego de vesiculas contendo
GLUT4, processo regulado por pequenas GTPases Rab e pela GDI1. Este estudo
explorou a GDI1 como alvo molecular ainda pouco investigado nesse contexto, por
meio da construcao e validacdo de seu modelo tridimensional, identificacdo de uma
cavidade potencialmente modulavel e avaliagdo de pequenas moléculas por triagem
virtual. A estrutura foi modelada por trés plataformas, validada por métricas
estruturais e empregada em docking molecular. Uma biblioteca derivada do ZINC foi
filtrada por propriedades fisico-quimicas e alertas toxicol6gicos preditivos, seguida
de screening in silico com exaustividade 8, redocking com exaustividade 32,
agrupamento por esqueletos de Murcko e redocking final para andlise dos
complexos. O modelo selecionado apresentou TM-score de 0,956 e QMEANDisCo
de 0,84. Das 744.726 moléculas inicialmente aprovadas, 337.895 foram submetidas
ao screening, 3.379 avancaram para redocking e 241 foram agrupadas em 13
familias quimicas prioritarias. Dez representantes foram avaliados no docking final,
com MolDock Score entre -116,819 e -83,309, destacando-se ZINCk900000xYwnB.
Os resultados sustentam a GDI1 como alvo exploratorio para modulagcdo do eixo
Rab—GLUT4 e fornecem candidatos prioritarios para validagao molecular e celular.

Introducao

A resisténcia a insulina € um componente central da fisiopatologia do diabetes
mellitus tipo 2 e decorre, entre outros mecanismos, da reducdo da resposta dos
tecidos periféricos a insulina. A ativacao do receptor de insulina desencadeia uma
cascata de sinalizacao que resulta no aumento da translocacdo de GLUT4 para a
membrana plasmatica e, consequentemente, da captacdo de glicose. Nesse
processo, pequenas GTPases Rab (e.g. Rab10), em sua forma ativa ligada a GTP,
recrutam proteinas efetoras que promovem a mobilizacdo, o direcionamento e a
fusdo das vesiculas contendo GLUT4 com a membrana plasmatica. Apds sua
atuacdo, as Rabs sao inativadas pela hidrélise de GTP a GDP e permanecem
temporariamente associadas a membrana por seu grupo prenil. A GDI1 reconhece a
Rab-GDP prenilada, promove sua extracdo da membrana e forma o complexo
soluvel RabGDP-GDI1 no citosol. Enquanto associada a GDI1, a Rab permanece
inativa e indisponivel para nova ativacado por fatores de troca de nucleotideos de
guanina (GEFs). Apés sua liberacao e reassociacao a membrana, a troca de GDP
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por GTP mediada por GEFs permite sua reativacao e participacdo em um novo ciclo
de trafego vesicular; para Rab10.

A associagao e a dissociacao entre GDI e Rab constituem etapas centrais para a
disponibilidade espacial dessas GTPases e para a dindmica do trafego vesicular
(AN et al., 2003). Embora a interface GDI-Rab seja extensa e ndo apresente um
sitio ortostérico classico, cavidades préximas a regides funcionalmente relevantes
podem representar oportunidades para modulacao alostérica. A exploracdo desses
sitios permite investigar compostos capazes de alterar a estabilidade ou a dindmica
do complexo, sem atribuir previamente um efeito biolégico especifico. Nesse
contexto, este trabalho teve como objetivo construir e validar um modelo
tridimensional da GDI1 humana, identificar uma cavidade estruturalmente exploravel
e selecionar potenciais moduladores por meio de triagem virtual de larga escala,
analise de relacdo estrutura—atividade/energia (SAR), identificacdo de familias
estruturais e docking molecular refinado.

Materiais e Método

A sequéncia da GDI1 humana foi obtida no UniProt Knowledgebase (P31150;
GDIA_HUMAN). Como referéncia estrutural, utilizou-se a a-GDI de Bos taurus
complexada com peptideo geranilgeranilado (PDB 1LV0) (AN et al., 2003). Modelos
tridimensionais foram gerados por SWISS-MODEL, trRosetta e |-TASSER,
comparados por TM-align e avaliados por Ramachandran/PROCHECK e
QMEANDisCo.

As cavidades e regides funcionais da interface GDI-Rab foram analisadas no
Molegro Virtual Docker 5.5. Priorizou-se uma cavidade adjacente ao sulco
hidrofébico, delimitada principalmente por M82, L87, L191, R208, F410, E411 e
C414. O docking no AutoDock Vina utilizou caixa de 22 x 22 x 22 A, centrada em
x=26,4683, y=5,0275 e z=30,6806. A biblioteca derivada do ZINC20 foi filtrada por
propriedades  fisico-quimicas, deduplicada por SMILES e preparada
tridimensionalmente.

O screening inicial empregou exaustividade 8, seguido de redocking dos 3.379
ligantes mais bem ranqueados com exaustividade 32. Os compostos foram
avaliados pela relacao estrutura—energia e agrupados em familias por esqueletos de
Bemis—Murcko. A priorizagdo integrou energia de docking, recorréncia estrutural,
propriedades fisico-quimicas e perfil farmacocinético/toxicolégico preditivo, avaliado
pelos servidores SwissADME e pkCSM. Dez representantes foram submetidos ao
docking refinado no Molegro Virtual Docker, empregando MolDock Score, dez
corridas independentes, 1.500 iteracdes, populacdo de 50 e 300 passos de simplex
evolution (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Resultados e discussao

O alinhamento entre a GDI1 humana e a a-GDI bovina revelou 98,4% de identidade,
reforcando a elevada conservacao estrutural entre as proteinas. Entre os modelos
gerados, o trRosetta apresentou o melhor desempenho nas métricas de validacéo.
A cavidade selecionada (Figura 1) localizou-se préxima ao sulco hidrofébico
responsavel pela acomodacao dos grupos geranilgeranil e de regiées envolvidas no
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reconhecimento de Rab. Essa posicao estratégica sustenta sua exploracdo como
sitio alostérico ainda pouco investigado para modulacao da GDI1.

Na preparacdo da quimioteca, 744.726 moléculas atenderam aos filtros iniciais.
Apos desduplicagao, foram obtidas 347.048 estruturas Unicas, das quais 337.895
geraram conformagoes tridimensionais validas e foram submetidas ao screening. Os
3.379 ligantes mais bem ranqueados seguiram para redocking, com energias
preditas entre -6,596 e -4,787 kcal/mol. Pela andlise do joelho energético, 370
moléculas (10,95%) compuseram a faixa de maior interagcao predita, 2.954 (87,42%)
a faixa intermediéria e 55 (1,63%) a faixa de menor interacao relativa.

A analise dos descritores revelou ampla sobreposicdo entre as classes energéticas,
indicando que nenhuma propriedade isolada determinou o desempenho no docking
(Figura 2). Os ligantes de maior interagdo concentraram-se principalmente em TPSA
de 65-90 A2 massa molecular de 260-315 g/mol e uma a trés ligagdes
rotacionaveis. Esses resultados indicam que o melhor desempenho decorreu de
uma combinacdo entre polaridade, tamanho molecular e rigidez estrutural, e ndo
apenas da lipofilicidade, fornecendo parametros relevantes para a identificacao e
priorizacdo de novas familias quimicas moduladoras da GDI1.

Figura 1. Cavidade selecionada para docking e regibes funcionais da GDI1. Em rosa, cavidade
investigada para ligagdo de pequenas moléculas, delimitada principalmente por M82, L87, L191,
R208, F410, E411 e C414. Em azul, regides associadas ao reconhecimento de Rab; em amarelo, o
bolso hidrofébico de acomodagdo dos grupos geranilgeranil. A proximidade entre essas regides
sustenta a exploragdo da cavidade como potencial sitio alostérico (EDLER; STEIN, 2019).

O agrupamento estrutural identificou 13 familias prioritarias, totalizando 241
moléculas. Dez familias foram selecionadas para o docking final, cada uma
representada por um composto, preservando a diversidade quimica dos candidatos.
Os dez representantes apresentaram MolDock Score entre -116,819 e -83,309,
destacando-se o ZINCk900000xYwnB. Ja o ZINCm700000ocYey, primeiro colocado
no redocking EXH32, ndo manteve essa posicao na avaliacdo pelo MolDock Score,
evidenciando a importancia de uma priorizacdo multiparamétrica, baseada na
integracdo de diferentes critérios. Nenhum dos candidatos apresentou alertas
preditivos de mutagenicidade, tumorigenicidade, toxicidade reprodutiva ou irritacéo.
Os perfis farmacocinéticos também foram estimados, auxiliando na selecdo dos
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compostos com caracteristicas mais favoraveis para futuras etapas pré-clinicas.
Além disso, cinco moléculas apresentaram rastreabilidade comercial.

Conclusodes

A estratégia computacional identificou uma cavidade potencialmente modulavel na
GDI1 e priorizou dez moléculas pertencentes a familias quimicas recorrentes, apds
a reducao racional de uma quimioteca de 337.895 estruturas. A integragéo entre
modelagem estrutural, docking em multiplas etapas, analise SAR, descritores fisico-
quimicos e perfil farmacocinético sustenta uma proposta mecanistica inovadora de
modulacdo do ciclo GDI-Rab, com potencial para originar uma nova classe de
compostos capazes de interferir na dindmica de Rab e, consequentemente, no
trafego de GLUT4. Esses achados posicionam a GDI1 como alvo exploratério e
alternativa farmacolégica potencial para a resisténcia a insulina, justificando a
continuidade com dindmica molecular, ensaios de interacdo GDI-Rab e validacao
celular da translocacéao de GLUT4.
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