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.  INTRODUCAO

O cendrio energético global esta passando por uma transformacao profunda, impulsionada por fontes
renovaveis e solu¢des baseadas em biomassa. O Laboratdrio Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) foca,
além dos biocombustiveis tradicionais, em uma diversidade de biorrenovdveis e novas solucbes
sustentaveis para a industria. Nesse contexto de inovacdo em bioenergia, destacam-se as rodopsinas
microbianas, proteinas com 7 dominios transmembrana (7TM) que sdo capazes de absorver e utilizar luz
solar por meio de interagdes especificas com o retinal, molécula derivada do betacaroteno e responsavel
pela coloragdo observada nas solu¢bes em que estdo presentes’.

Através da interacdo com seu croméforo, essas proteinas podem atuar como bombas de ions,
sensores e canais, sendo, na sua maioria, transportadoras de prétons do citoplasma para o espaco
periplasmatico’. Assim, os organismos que as possuem tém a capacidade de transformar energia luminosa
em energia quimica, convertendo essencialmente luz em uma forga motriz de prétons (PMF) através de
suas membranas?. Essa PMF é vital para a sintese de ATP, impulsionando processos anabdlicos que
permitem o crescimento acelerado desses microrganismos com baixo consumo de nutrientes, e podem
ser explorados para a sintese de compostos de interesse, como o hidrogénio®®. Um vasto grupo dessas
proteinas é capaz de interagir com carotenoides diversos, alterando suas propriedades fisico-quimicas e
expandindo seu espectro de absor¢3o, sendo denominadas antenas*>.

1. ESTADO DA ARTE

A rodopsina microbiana Tara76, identificada em metagenomas de bactérias ndo cultivadas, é o padrado
atual em estabilidade entre rodopsinas transportadoras de prétons®. Estudos demonstram que Tara76
mantém funcionalidade em condi¢des extremas, incluindo temperaturas acima de 85°C, pH de 0,02 a 13,
e resisténcia a detergentes como Triton X-100 e dodecilsulfato de sédio (SDS), superando a rodopsina
termofilica TR (Thermus thermophilus rhodopsin) em aproximadamente 20 vezes a 80°C%’. Sua intera¢3o
com canthaxantina forma cromdforos secunddrios que amplificam a estabilidade térmica e eficiéncia
fotofisica, acelerando a ligacdo com retinal®. Avancos recentes identificaram CryoRhodopsins (CryoRs),
uma nova classe adaptada a ambientes frios, com atividade fotossensorial e um ciclo fotociclico lento
estabilizado por um residuo conservado de arginina®. Apesar disso, nenhuma variante supera a robustez
de Tara76 em condi¢Oes extremas, consolidando-a como referéncia para prospecc¢do de rodopsinas mais
estaveis e eficientes em plataformas fototrdpicas voltadas a produg¢ao de compostos de alto valor.

ll.  OBIJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral descobrir e caracterizar novas rodopsinas microbianas com
maior estabilidade e eficiéncia em compara¢do com a proteina Tara76, referéncia atual do estado da arte,

BRAZILIAN GOVERNMENT
The Brazilian Center for Research in Energy and Materials (CNPEM) is a private, non-profit organization overseen by the Ministry MINISTRY OF ‘
of Science, Technology, and Innovation (MCTI). Address: Rua Giuseppe Maximo Scolfaro, 10.000 - Polo Il de Alta Tecnologia - SCIENCE TECHNOLOGY “‘rl-
Caixa Postal 6192 - 13083-100 Campinas/SP | Phone: +55.19.3512.1000 | Inbr.dir@Inbr.cnpem.br | www.cnpem.br AND INNOVATION

UNITING AND REBUILDING



http://www.cnpem.br/

VTN T T T TR T T T T E T T ETF R A AT IR Y

{
. .' '
*o l nor l CNPEMm
L ]
brazilian biorenewables Brazilian Center for Research
national laborator . )
sronal{aborstory in Energy and Materials

para estabelecer as bases de uma futura plataforma fototrdpica voltada a producdo de compostos de alto
valor. Enquanto os objetivos especificos sao:

a. Prospectar e sintetizar genes de rodopsinas, otimizando cédons, com base em andlises
de similaridade estrutural, sequencial e condicdes ambientais.

Produzir as sequéncias selecionadas em sistemas bacterianos.

Avaliar in vivo a funcao de bombeamento de prétons das proteinas expressas.

Isolar e estabilizar as proteinas em nanodiscos sintéticos para purificacao.

m o o T

Determinar as propriedades das proteinas purificadas, incluindo estado de
oligomerizacao, resisténcia térmica e perfil de absorcao 6ptica.
f. Explorar a capacidade de ligacao das rodopsinas com diferentes cromoéforos.

V. METODOLOGIA

A triagem inicial utilizara a sequéncia da proteina Tara76 como referéncia para prospectar bancos de
sequéncias da biodiversidade brasileira do LNBR. Sequéncias com similaridade serdo filtradas para
remover redundancias e fragmentos curtos, seguidas por uma segunda triagem para identificar motivos
DTx ou similares (como DSx), caracteristicos de bombeadores de prétons. As sequéncias selecionadas
serdo modeladas com retinal utilizando AlphaFold3'° para validar a conformacdo de sete hélices
transmembrana (7TM). Essas sequéncias serdo agrupadas por similaridade sequencial e estrutural, e
representantes de cada cluster serdo selecionados. Os genes correspondentes terdo cddons otimizados
para expressdo bacteriana, sendo sintetizados e clonados em vetores por métodos Gibson e/ou
GoldenGate, com uma tag C-terminal de 10 histidinas. A clonagem sera confirmada por coloragdo visual
na presenca de croméforo, PCR e sequenciamento Sanger, com subclonagem em Escherichia coli
C43(DE3) sob controle do promotor T7.

As condicGes de expressao serdao otimizadas por analise de coloragdo visual, e a atividade de
bombeamento de prétons sera avaliada utilizando um painel de LED RGB (emissdo nas cores azul, verde
e vermelho), com mensuracdo do decaimento de pH no meio externo. Para purificacdo, fracGes de
membrana serdo enriquecidas por ultracentrifugacao, e a solubilizacdo sera testada com detergentes
como dodecilmaltosideo (DDM) e octilglicosideo (BOG), além de nanodiscos formados por copolimeros
sintéticos, como Amphipol 17, Amphipol 18 e SMALP 300. A condicdo 6tima de solubilizacdo serd
selecionada com base na estabilidade e rendimento. As proteinas solubilizadas serdo purificadas por
cromatografia de afinidade com resina Ni-NTA, seguida de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC)
para determinar o estado oligomérico. A pureza serd avaliada por eletroforese em gel, SEC-MALS e
dispersdo dindmica de luz (DLS).

As proteinas purificadas serdo caracterizadas por espectroscopia no espectro visivel para determinar
o comprimento de onda de absor¢cdo maxima. A estabilidade sera avaliada monitorando a absorcdo em
diferentes condigdes, incluindo a presenca ou auséncia de cromdforos secunddrios, como canthaxantina,
enquanto a estabilidade térmica serd investigada por dicroismo circular. Os alvos com maior potencial
bioquimico e funcional serdo otimizados para estudos de resolu¢do estrutural, ajustando condi¢cdes de
purificacdo, estabilizacdo e, se necessario, cristalizacdo, visando andlises estruturais detalhadas.

V. CRONOGRAMA
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O cronograma planejado para a execucdo das atividades do projeto ao longo dos 12 meses de bolsa
estd apresentado na tabela abaixo. Ele foi elaborado com base na ldgica experimental e na sequéncia
metodoldgica descrita, garantindo o tempo adequado para cada etapa.

Més Atividades Principais Objetivos Relacionados

Prospecc¢do de sequéncias e triagem baseada em motivos conservados e
modelos estruturais

1 Selegdo de variantes, otimizagdo de cddons, sintese génica a

23 Clonagem e expressdo em E. coli; validagdo por PCR, coloragdo visual e b
sequenciamento

4-5 Testes de atividade in vivo c

68 Extracdo de membrana, solubilizacdo com detergentes/nanodiscos e d
inicio da purificagao

9-11 Purificacdo, andlise de pureza e oligomerizacdo d,e
9-11 Caracterizagdo dptica e térmica das proteinas purificadas e
11 Avaliagdo de interagdo com croméforos secundarios f

1 Selecdo de candidatos promissores e preparagdo para estudos ‘
€,
estruturais
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