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RESUMO

TBC1D1 e TBC1D4 sao proteinas Rab-GAP que regulam GTPases Rab envolvidas
no trafego de vesiculas contendo GLUT4. Embora seu papel fisiolégico seja bem
estabelecido, permanecem pouco exploradas como alvos diretos para
desenvolvimento de pequenos moduladores farmacolégicos na resisténcia a
insulina. Este estudo investigou produtos naturais com potencial de interacdo com
ambos os reguladores do eixo TBC—Rab-GLUT4. As estruturas de TBC1D1 e
TBC1D4 foram obtidas do Protein Data Bank, preparadas e analisadas quanto a
cavidades exploraveis. Compostos do banco LOTUS foram filtrados por
propriedades fisico-quimicas e submetidos a triagem virtual no AutoDock Vina/PyRXx,
resultando em 51.940 dockings vélidos para TBC1D1 e 51.727 para TBC1D4. O
redocking com maior exaustividade confirmou a estabilidade dos rankings. Os
candidatos superiores foram avaliados por relacdo estrutura—energia e diversidade
de esqueletos moleculares, permitindo priorizar familias quimicas e selecionar dez
representantes por alvo. Esses compostos foram submetidos a redocking refinado,
analise das interacdes proteina—ligante e predicao farmacocinética/toxicolégica. Os
resultados identificam quimiotipos naturais promissores para modulacdo do eixo
TBC-Rab—GLUT4, estabelecendo candidatos para validacdo mecanistica e pré-
clinica.

INTRODUGCAO

A resisténcia a insulina decorre da reducao da resposta tecidual ao hormdnio e esta
associada ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2), obesidade, sindrome dos ovarios
policisticos e outras alteracdes cardiometabodlicas (PETERSEN; SHULMAN, 2018;
TEEDE et al., 2023). No musculo esquelético e tecido adiposo, compromete a
translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica, reduzindo a captacao
periférica de glicose (VAN GERWEN; SHUN-SHION; FAZAKERLEY, 2023).

A sinalizacao pelo receptor de insulina ativa a via IRS-PI3K-Akt, que regula as Rab-
GAPs TBC1D1 e TBC1D4. Sua fosforilacdo favorece a manutencdo de Rabs no
estado ativo ligado a GTP, promovendo o trafego de vesiculas contendo GLUT4
(SANO et al., 2003; SAKAMOTO; HOLMAN, 2008). TBC1D4 ¢é fortemente regulada
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pela via insulina-Akt, enquanto TBC1D1 também responde a contragao muscular e a
AMPK, indicando fun¢des complementares na captagao de glicose (AN et al., 2010).
Na resisténcia a insulina, a menor atividade da via IRS-PI3K-Akt pode manter essas
Rab-GAPs funcionalmente mais ativas, limitando Rab-GTP e a mobilizacdo de
GLUT4. Por ocuparem um ponto estratégico entre sinalizacdo metabdlica e trafego
vesicular, TBC1D1 e TBC1D4 representam alvos farmacol6gicos ainda pouco
explorados. Assim, este estudo in silico buscou identificar produtos naturais com
potencial de interacdo com ambas as proteinas por screening virtual, docking
molecular e andlises quimioinformaticas, visando novos moduladores do eixo TBC—
Rab—GLUT4 para investigacao posterior na resisténcia a insulina.

MATERIAIS E METODOS

Os dominios Rab-GAP humanos de TBC1D1 (PDB 3QYE) e TBC1D4 (PDB 3QYB)
foram obtidos do Protein Data Bank. Na TBC1D4, a hélice C-terminal a16' ausente
foi reconstruida no SWISS-MODEL utilizando TBC1D1 como molde. As proteinas
foram preparadas no Molegro Virtual Docker, e cavidades internas proximas as
regides de interagdo TBC—Rab foram selecionadas para docking.

Produtos naturais do LOTUS foram filtrados por MW <500 Da, LogP 0,5-3,7, TPSA
<90 A2 até cinco doadores, dez aceptores de hidrogénio e dez ligagdes
rotacionaveis. ApoOs deduplicagcdo e preparagdo 3D, realizou-se screening no
AutoDock Vina com EXH8. Os 100 primeiros ligantes de cada receptor foram
redockados com EXH32 para avaliar a estabilidade do ranking. Na auséncia de
inflexdao energética definida, adotou-se o corte dos 10% superiores para as analises
subsequentes.

Os candidatos foram avaliados no DataWarrior quanto a relacao estrutura—energia,
propriedades fisico-quimicas e familias de Murcko. Um score integrado, combinando
energia de docking, coeréncia estrutural e recorréncia familiar, selecionou dez
compostos por alvo. Os 20 candidatos finais foram submetidos a redocking no
Molegro, andlise das interacdes no Discovery Studio Visualizer e predicao ADMET
pelo SwissADME e ADMETIab 3.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A reconstrucao da hélice C-terminal a16' da TBC1D4 permitiu completar o modelo
utilizado nas analises. Para os dois alvos foram selecionadas cavidades internas
proximas a interface TBC-Rab, com volumes de aproximadamente 150 A3,
compativeis com a exploracao por pequenas moléculas.

A biblioteca inicial reuniu cerca de 276 mil estruturas; apoés filtragem fisico-quimica e
deduplicacao, 63.925 seguiram para preparacao. O screening EXH8 gerou 51.727
resultados validos para TBC1D4 e 51.940 para TBC1D1, com melhores energias de
-9,513 e -6,618 kcal/mol, respectivamente. O redocking dos compostos superiores
em EXH32 mostrou elevada concordancia com o ranking inicial, sustentando o uso
do EXH8 para ampliar a andlise estrutural.

Na fracdo de melhor desempenho, TBC1D4 apresentou 4.693 estruturas distribuidas
em 1.833 esqueletos de Murcko, com 882 familias recorrentes. A integracao entre
energia e propriedades fisico-quimicas priorizou 303 compostos de 209 familias,
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incluindo 56 recorrentes. Para TBC1D1, 4.692 compostos foram distribuidos em
1.213 esqueletos; 4.047 moléculas (86,3%) integraram 568 familias recorrentes. A
repeticdo de arcaboucos entre os melhores ligantes reforcou que o desempenho nao
se concentrou em moléculas isoladas, sustentando a selecéo por familias quimicas
e relacdo estrutura—energia.

A aplicacdo do score integrado resultou na selecao de dez moléculas para cada
alvo, que passaram por redocking. Isso permitiu caracterizar contatos com os
residuos das cavidades (Figura 1), proximos ao sitio Rab-GAP. As analises em
SwissADME e ADMETIlab 3.0 forneceram parametros farmacocinéticos e de
toxicidade que auxiliarao nas préximas etapas in vivo. Em conjunto, o fluxo
combinou afinidade predita, diversidade estrutural e propriedades moleculares para
reduzir uma biblioteca ampla a um conjunto de candidatos representativos para
estudos posteriores.

Figura 1 — Redocking TBC1D1 e TBC1D4

A inovacao do estudo é fundamentalmente mecanistica com proposta de novas
classes medicamentosas e modulacdo de cascatas de sinalizagdo, as quais ainda
nao possuem medicamentos ou estudos avancados (Figura 2). O processo racional
de descoberta permite reducédo de custo, numero de animais em estudos in vivo e
torna o filtragem até a escolha das moléculas uma etapa essencial para sele¢ao de
moléculas com alto potencial de ligacdo e modulagéo dos alvos.
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A PHYSIOLOGICAL REGULATION BY TBC1D1 AND TBC1D4
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_ Figura 2 — Mecanismo proposto para nova classe medicamentosa
CONCLUSOES
A triagem virtual permitiu identificar familias quimicas recorrentes e selecionar 20
representantes prioritarios com potencial de interacdo com TBC1D1 ou TBC1D4. A
integracao entre docking, SAR, redocking e predigdo ADMET estabeleceu um
conjunto racional de candidatos e uma base estrutural para estudos subsequentes
de modulagéo do eixo TBC-Rab-GLUT4 e validagao experimental.
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