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Resumo

As cianobactérias sdo microrganismos fotossintéticos capazes de produzir metabolitos
com bioatividades relevantes para a saude, incluindo propriedades anticoagulantes.
Compostos como anabaenopeptinas (Aps), microviridinas (Mvs) e micropeptinas (Mps)
demonstram efeitos antitrombdticos, com destaque para as Ap, que inibem o inibidor de
fibrindlise ativado por Trombina na sua forma ativada (TAFIa). Neste estudo, utilizou-se 50
estirpes do Banco de Algas e Cianobactérias dos Agores (BACA), para investigar o potencial
de sintese de compostos anticoagulantes utilizando uma abordagem OMIC. Esta abordagem
inclui a sequenciagdo do genoma (///lumina), a pesquisa de clusters de genes responsaveis
pela biossintese dos compostos de interesse ( Gene Mining), identificagdo destes compostos
por HR-ESI-LC-MS/MS e a realizagdo de um ensaio de bioatividade trombdtica, relativo a
acdo de TAFIa. Das 50 estirpes isoladas, sete demonstraram a capacidade de sintetizar os
compostos de interesse, ainda que ndo tenham sido os andlogos diretamente responsaveis
pela atividade anticoagulante. Entre estas estirpes, as Aphanizomenonaceae BACAQ025,
Aphanizomenonaceae BACA(0031, Aphanizomenonaceae BACA0109 e Dulcicalothrix sp.
BACAQ0344 foram identificadas como putativamente produtoras de Ap, tendo a
Aphanizomenonaceae BACA0025 demonstrado capacidade para sintetizar Ap T. Além
destas, a Tolypothrix cf. helicophila BACA0056 também mostrou potencial para sintetizar
a Mv A, enquanto as Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 e Purpureonostoc sp. BACA0751
apresentaram capacidade para produzir Mp 1120. Foi também identificado um quarto
composto, a Vacarina (Vc), possivelmente sintetizada pela Aphanizomenonaceae
BACA0025 e Aphanizomenonaceae BACAQ0031. Em suma, apesar de ndo terem sido
encontrados analogos com atividade anticoagulante, os compostos identificados revelaram
outras bioatividades relevantes, tais como a inibicdo de tirosinase, a inibicdo de
quimotripsina e a promocdo da proliferacdo de células endoteliais. Além disso, surgiram
também descobertas cientificas igualmente significativas, nomeadamente no que diz
respeito a produgdo de compostos por géneros cuja relacdo ainda ndo havia sido descrita.
Embora ndo estejam diretamente relacionados com a coagulagdo, estes resultados podem

representar um avanco promissor no desenvolvimento de farmacos de origem natural.

Palavras-chave: TAFIa, Anabaenopeptinas, Microviridinas, Micropeptinas, Gendmica,
Metabolémica e HR-ESI-LC-MS/MS.



Abstract

Cyanobacteria are photosynthetic microorganisms capable of producing metabolites
with relevant bioactivities to human health, including anticoagulant properties.
Compounds such as anabaenopeptins (Aps), microviridins (Mvs), and micropeptins (Mps)
demonstrate antithrombotic effects, with particular emphasis on Ap, which inhibits the
Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor in its active form (TAFIa). This study, using
50 strains from the Bank of Algae and Cyanobacteria of the Azores (BACA), investigated
the potential for the synthesis of anticoagulant compounds using an OMIC approach. This
approach includes genome sequencing (Illumina), searching for gene clusters responsible
for the biosynthesis of the compounds of interest (Gene Mining), identifying these
compounds by HR-ESI-LC-MS/MS, and conducting a thrombotic bioactivity assay related
to TAFIa action. Seven of the 50 isolated strains demonstrated the ability to synthesise the
compounds of interest, although they were not the direct analogues responsible for
anticoagulant activity. Among these strains, Aphanizomenonaceae BACAQ0025,
Aphanizomenonaceae BACA0031, Aphanizomenonaceae BACA0109 and Dulcicalothrix
sp. BACAO344 were identified as putative producers of Ap, with Aphanizomenonaceae
BACAOQ0025 showing the ability to synthesise Ap T. Additionally, Tolypothrix cf.
helicophila BACA0056 also showed potential to synthesise Mv A, while Pseudoaliinostoc
sp. BACA0057 and Purpureonostoc sp. BACAO751 exhibited the capacity to produce Mp
1120. A fourth compound, Vaccarin (Vc), possibly synthesised by Aphanizomenonaceae
BACA0025 and Aphanizomenonaceae BACA(0031, was also identified. In summary,
although no analogues with anticoagulant activity were found, the identified compounds
revealed other relevant bioactivities, such as tyrosinase inhibition, chymotrypsin
inhibition, and promotion of endothelial cell proliferation. Furthermore, significant
scientific discoveries emerged, particularly regarding the production of compounds by
genera that had not been previously described. While not directly related to coagulation,
these results may represent a promising advance in developing naturally derived

pharmaceuticals.

Key-words: TAFIa, Anabaenopeptins, Microviridins, Micropeptins, Genomic,
Metabolomic and HR-ESI-LC-MS/MS.
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1. Introducao

1.1 Enquadramento e objetivos

Nos tltimos anos, as cianobactérias tém despertado uma atencao significativa gragas as
suas diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Isto deve-se a descoberta de metabolitos
secundarios, produzidos por estes microrganismos, com atividades aplicaveis na agricultura,
no meio ambiente, na alimentacdo e na satude (Figura 1) (Zahra et al, 2020).

Na agricultura, as cianobactérias sdo promissoras como biofertilizantes, dado que
conseguem controlar a deficiéncia de azoto nas plantas, melhorar a retencdo da agua,
promover o arejamento do solo, auxiliar no controlo de pragas e adicionar vitamina B12 ao
meio (Chittora er al., 2020). No ramo ambiental, exibem uma ac¢do de biorremediagéo, sendo
utilizadas na descontaminagdo de ambientes terrestres e/ou marinhos (Sarmah & Rout,
2020; Dubey et al,, 2011). Para além disto, substituem recursos ndo-renovaveis, ja que a sua
biomassa pode ser convertida em fontes de energia resultando em matéria-prima para a
produgido de biocombustiveis, como biohidrogénio, biodiesel e bioetanol, sendo uma opg¢ao
natural e mais econémica comparada a outros recursos (Sudhakar ez al, 2019; Parmar et al,
2011).

Nutrientes | uz | Temperatura &

ey

l

Metabolitos secundarios

Farmacos Biorremediagio
L}
.
=
Corantes Biofertilizantes |
8
Biocombustiveis Controlo de pragas

Suplementos nutricionais

Figura 1. Principais fatores responsdveis pelo crescimento de cianobactérias, e, consequentemente, pela
producdo de metabolitos secundérios com diversas aplicabilidades.



Além disso, devido ao seu elevado teor proteico e vitaminico, espécies como
Arthrospira platensis e a Limnospira maxima foram utilizados na antiguidade como
alimento nos continentes Africano e Americano, respetivamente (Ciferri, 1983).
Atualmente, sabe-se que as cianobactérias possuem um alto valor nutricional como
proteinas, carboidratos, acidos gordos poli-insaturados, fibras alimentares, vitamina B12 e
compostos bioativos com varios beneficios para a saide. Para além de serem uma fonte
nutricional, devido a presenca de varios pigmentos sdo também amplamente utilizadas
como corantes alimentares de origem natural (Udayan et al, 2017; Miyamoto et al, 2006).

Embora atualmente recebam muita atencdo, as cianobactérias ja eram utilizadas na
medicina tradicional devido aos compostos que produzem e aos seus beneficios para a satide
humana. Um exemplo disto, é o consumo didrio de Arthrospira pela tribo Kamemba, da
Amazdnia, que estd epidemiologicamente associada a uma taxa reduzida de infegdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Teas er al, 2004).

Apds diversos estudos, verificou-se que estes microrganismos produzem metabolitos
secundarios com bioatividades relevantes para a saude, tais como agdo antimicrobiana
(Rojas et al, 2020; Cepas et al, 2021; Frazzini et al., 2022), anticancerigena (El-Naggar et
al, 2017; Cai er al, 2018), anti-inflamatéria (Gémez er al, 2023; Costa et al, 2020) e
antitrombética (Shiels er al, 2022; Mousavian et al, 2022). Portanto, os compostos
produzidos pelas cianobactérias que apresentem este tipo de atividades constituem uma
mais-valia no ramo da saide para o desenvolvimento de novos farmacos (Rodriguez-
Sifuentes et al, 2021; Nandagopal et al, 2021; Vo et al, 2015).

Atualmente, a trombose é considerada como uma das principais causas de morte no
mundo (Bentounes et al, 2023). Caracterizada como uma doeng¢a multicausal (Rosendaal,
1999), a trombose esta associada a varias patologias, como o cancro e as doengas
inflamatdrias, o que contribui para a sua complexidade e gravidade (Tichelaar er al, 2012;
Giannotta et al., 2015). A trombose pode ser classificada em arterial ou venosa, consoante
o calibre do vaso obstruido. Surgindo em diversos 6rgaos, incluindo o cérebro, coragio,
pulmoes, ou em extremidades como bracos e pernas (Olivera et a/., 2021). Em situagdes mais
severas esta obstrucdo poderd resultar na morte celular ou na necrose dos tecidos
envolvidos, devido a ma oxigenagao ou a escassa nutri¢do dos mesmos (Hosoda & Orikasa,
2022; Markwell er al., 2022).

Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento de codgulos, como o sexo
feminino, idade, etnia negra, histdérico familiar de tromboembolia, tabagismo, obesidade,
quimioterapia, cirurgias, entre outros (Wang & Carrier, 2023; Elyamany et al, 2014). Além
destes fatores externos, as doencas hepaticas estdo também ligadas ao risco de trombose,
uma vez que o figado desempenha um papel fundamental no processo de coagulacgdo, sendo

responsavel pela sintese de fatores e inibidores da cascata de coagulagdao (Amitrano et al,
2002).



O tratamento mais comum para trombose envolve o uso de anticoagulantes, que
impedem o crescimento do trombo, embora possam aumentar o risco de sangramentos
(Henke et al, 2020).

Gragas as varias propriedades dos compostos bioativos das cianobactérias, estes podem
ser aplicados no tratamento de patologias que envolvem a formagdo de coagulos, conforme
descrito anteriormente. Segundo a literatura, dos varios compostos sintetizados por estes
organismos, as anabaenopeptinas (Aps), nomeadamente a Ap B, Ap C e Ap F, exibem
atividade inibitdria do inibidor da fibrindlise ativavel pela trombina na sua forma ativada
(TAFTa), que resulta na degradagdo do codgulo (Schreuder et a/, 2016). Para além destas, as
microviridinas (Mvs), mais concretamente a Mv B, e a micropeptina (Mp) K139 encontram-
se igualmente descritas como compostos com atividade anticoagulante (Amaral et al, 2021,
Piato & Graebin, 2020), tendo ambas demonstrado uma atividade inibitéria sobre a
trombina e o fator VIla (Anas et al, 2017). Assim, esses compostos tém o potencial de
apresentar resultados promissores no tratamento ou na prevencdo destas patologias de
forma natural.

A partir de ferramentas OMIC, que englobam tecnologias que analisam a estrutura e
fungdo do material genético (gendmica), da expressdao desses genes (transcriptémica), das
proteinas (protedmica) e ainda dos metabolitos (metabolémica) (Gomez-Chiarri et al,
2015) é possivel determinar e caracterizar os compostos produzidos por cianobactérias.

Nos Acores, assim como no Banco de Algas e Cianobactérias dos Acores (BACA),
existem varias estirpes de cianobactérias (Cordeiro et al, 2020a, 2020b) potencialmente
produtoras de metabolitos secunddrios (Luz et al, 2023), podendo alguns destes ter
propriedades benéficas para a saide humana, como é o caso da a¢do anticoagulante.

Assim, este trabalho visa contribuir para (i) a caracterizagdo gendmica de estirpes de
cianobactérias disponiveis no BACA, (ii) a identificacdo de clusters genéticos de sintese de
compostos com atividade antitrombdtica e (iii) a caracterizacdo de estirpes quanto a
producdo de metabolitos secunddrios com atividades antitrombdticas. Espera-se encontrar
metabolitos produzidos por espécies de cianobactérias dos Agores, previamente descritos
na literatura com bioatividades e com aplicabilidade no ramo da satde, sobretudo para o
desenvolvimento de novos farmacos anticoagulantes. Deste modo, foram estabelecidos os

seguintes objetivos:

e Sequenciacdo do genoma de estirpes de cianobactérias do BACA;
o Identificacdo de Biosynthetic Gene Clusters (BGCs);
e Detecdo de compostos com atividade antitrombética por HR-ESI-LC- MS/MS.



1.2 Cianobactérias

As cianobactérias foram dos primeiros organismos a surgir na terra hd sensivelmente 2,7
bilhdes de anos (Badger & Price, 2003). Estes microrganismos procariéticos fotossintéticos
gram-negativos sdo bactérias (Codd, 1995), porém, diferenciam-se por conterem pigmentos
fotossintéticos, como clorofila a e ficobilinas, sendo estas ultimas subdivididas em
ficoeritrina, aloficocianina e ficocianina, que conferem cor vermelha e azulada a estes
organismos, respetivamente. As cianobactérias ndo tém cloroplastos, estando deste modo
estes pigmentos presentes nos tilacoides (Chorus & Welker, 2021; Whitton & Potts, 2000,
2012). Além disso, organizam-se em formas unicelulares solitdrias, coloniais ou
multicelulares filamentosas, com dimensdes que variam de 1 a 100 pm de didmetro
(Mehdizadeh & Peerhossaini, 2022).

Acredita-se que as cianobactérias foram o principal fator impulsionador do aumento do
teor de oxigénio na atmosfera terrestre (Vioque, 2007). Isto deve-se a sua capacidade de
capturar e converter CO2 atmosférico em bioprodutos (Zhang et al, 2017), como o O2
(Shevela et al,, 2013), exercendo um impacto ecolégico significativo (Vioque, 2007). Além
disso, sdo as principais fixadoras de N2 (diazotrofismo) dos oceanos, pois, em condi¢Ges
anaerobicas, recorrem a enzima nitrogenase para converter N2 em aminoacidos (Diez et al,
2008; Mankiewicz er al, 2003) gracas aos heterécitos (Wolk er al, 1994).

Estes microrganismos, além dos heterdcitos, podem ainda apresentar outras células
especializadas desencadeadas por condicdes ambientais, os acinetos (Adams & Duggan,
1999). Estas células, analogas aos enddsporos, diferenciam-se a partir de células vegetativas
(Golubic er al, 1995; Adams et al, 1981) e sdo facilmente desprendidas devido a fraca
conexao com as células adjacentes (Adams & Duggan, 1999; Chorus & Welker, 2021; Rippka
et al., 1979).

Segundo Wilmotte & Herdman (2001), as variagdes morfoldgicas e os padroes de
divisdo celular observados no Filo Cyanobacteria sdo sustentadas filogeneticamente pelo
16S rRNA das cianobactérias. Andlises recentes permitiram classificar estes microrganismos
em 20 ordens, como Gloeobacterales, Synechococcales, Leptolyngbyales, e em 55 familias,
como Oscillatoriaceae, Spirulinaceae e Aphanizomenonaceae (Strunecky et al, 2023).

As cianobactérias habitam varios ambientes, entre estes: aguas doces, marinhos e
salobros (Kurmayer & Christiansen, 2009) como rios, lagos e lagoas, estando situadas
maioritariamente na coluna de agua, devido a presenca de vesiculas gasosas, constituindo o
fitoplancton (Van Apeldoorn et al., 2007; Dokulil & Teubner, 2000). Podem também surgir
na forma bentoénica, isto é, presas ao substrato (Chorus & Welker, 2021). Além de massas
de agua, as cianobactérias habitam em ambientes terrestres, onde apresentam varias
associacOes com outros seres, sejam procariontes, plantas ou animais (Paerl, 1996). Um

exemplo comum de simbiose das cianobactérias envolve a sua associagdo com os fungos,



com os quais originam os liquenes (Ahmadjian, 1965). Gragas ao seu metabolismo
fotoautotrofico, esses microrganismos conseguem sobreviver em ambientes extremos, como
em locais onde ha escassez de luz e agua (Vioque, 2007), além de suportar temperaturas

extremamente baixas e altas, ambientes hipersalinos, alcalinos, entre outros (Stal, 2007).

1.3 Metabolitos secundarios

As cianobactérias ocupam diferentes nichos ecolégicos e, para se adaptarem ao
ambiente em que se encontram, evoluiram com vista na producdo de metabolitos
secundarios. Esses compostos pertencem a diferentes classes quimicas, como
polissacarideos, lipidos, proteinas, enzimas, esterdis, vitaminas e possuem uma importancia
nutricional e farmacéutica (Figura 2) (Priyadarshani & Rath, 2012), podendo atuar como
hormonas, antibiéticos, aleloquimicos, toxinas, entre outros (Carmichael, 1992).

Na década de 1980, houve uma consciencializagdo dos impactos destes microrganismos
para a saude publica (Chorus & Welker, 2021), uma vez que as cianobactérias produzem
cianotoxinas prejudiciais a saude dos seres vivos (Carmichael, 1992). De entre as toxinas
existentes, as anatoxinas e saxitoxinas siao caracterizadas como neurotoxinas, as
microcistinas como  hepatotoxinas, e as cilindrospermopsinas desencadeiam
hepatoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade (Chorus & Bartram, 1999).

Recentemente, a producdo de compostos bioativos a partir de fontes naturais tem
recebido grande atencdo devido aos efeitos benéficos para a saude (Herrero ez al,, 2013; Raja
et al, 2016). Isto ocorre na medida em que estes microrganismos exibem atividades
promissoras para a saude (Figura 2) como os alcaldides indélicos, raramente encontrados
em microrganismos e animais, que, apresentam atividades fungicidas associadas a sua
estrutura, como € o caso da Bauerine, Norharmane e Auxin (Villa et al., 2021; Amaral et al.,
2023; Chaib et al, 2021). Além destes, as cianobactérias também sdo capazes de produzir
quelantes de ferro, como Enterobactin, Desferrioxamine B e Vibriobacin, uma mais-valia
para os humanos, visto que devido a auséncia de meios para excre¢do de ferro em excesso,
surgem patologias como a hemocromatose, seguida por danos nos tecidos e, em casos mais
severos, a morte (Gademann & Portmann, 2008).

Os metabolitos secundarios produzidos pelas cianobactérias podem ainda inibir
proteases de serina, como elastase, tripsina, trombina e quimotripsina, bem como tirosinase
(Namikoshi & Rinehart, 1996). Esta inibi¢do apresenta um efeito téxico contra a Daphnia (o
principal predador do fitoplancton), que resulta numa redugéo da eficiéncia digestiva destes
predadores, conferindo as cianobactérias uma agdo de protecdo (Lange et al, 2018;
Schwarzenberger et al, 2010). Para além deste potencial, a inibicdo de proteases
desencadeiam resultados promissores para a saude humana, tendo sido cogitados como

agentes promissores no tratamento de varios distirbios metabédlicos (Raja et al, 2016). A



inibicdo de proteases de serina é desencadeada por alguns dos compostos produzidos por
estes microrganismos como cianopeptolinas, microviridinas e anabaenopeptinas, que

desencadeiam varias agdes, entre elas a agdo antitrombodtica (Raja et al, 2016; Monteiro et
al, 2021).

Cianobactérias
Compostos fendélicos l Carotenoides
Péptidos Metabolitos Vitaminas
Proteinas Polissacarideos
Antioxidante Aplicagdes Anticancerigeno
na saude
Anti-inflamatorio Antibacteriano
Antifingicos Antiviral

Antitrombotica

Figura 2. Metabolitos secundarios produzidos por cianobactérias e as suas aplicagées no ramo da sadde
(adaptado de Saad et al., 2022).

1.3.1. Anabaenopeptinas

As Aps correspondem a uma classe de péptidos ciclicos produzidos por cianobactérias
dos géneros Anabaena, Planktothrix, Aphanizomenon, Oscillatoria, Nodularia, Nostoc,
Microcystis, Lyngbya e Brasilonema (Tabela 1; Rohrlack & Utkilen, 2007; Monteiro et
al, 2021). Estes péptidos, sintetizados por vias ndo ribossémicas, tém um anel de cinco
aminoacidos conectados por uma ligacdo ureido a um aminoacido exociclico (Figura 3).
O anel é formado pela ciclizagdo do carboxil C-terminal do aminoéacido na posi¢do 6 com
o e-NH 3 da D-lisina bem conservada na posi¢ao 2 (Welker & Von, 2006).



Tabela 1. Cianobactérias produtoras de compostos com atividade antitrombdtica (adaptado de Amaral

et al., 2021; Monteiro et al., 2021).

Composto Andlogo Organismo Referéncias
AeB Anabaena flos-aguae NRC 525-17 Harada et al, 1995
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 98
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 540
A Planktothrix agardhii NIVA-CYA 34
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 15
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 405
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 98
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 406
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 540
B Planktothrix rubescens NIVA-CYA 407
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 56/3 Tooming-Klunderud
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 405 et al, 2013
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 34
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 15
. Planktothrix rubescens NIVA-CYA 407
Anabaenopeptinas ¢ Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 56/3
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 98
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 406
Planktothrix prolificaNIVA-CYA 540
F Planktothrix rubescens NIVA-CYA 407
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 56/3
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 405
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 34
A,BeE Dolichospermum flos-aquae Natumi & Janssen, 2020
B Oscillatoria agardhii NIES-204 Shin er al, 1996
EeF Oscillatoria agardhii NIES 204 Shin et al, 1997
F Planktothrix rubescens NIES-610 Sano et al, 2001
G Planktothrix agardhii HUB 011 Erhard er al, 1999
TeJ Aphanizomenon flos-aquae NIES-81 Murakami er al, 2000
BeF Microcystis aeruginosa HUB 063 Erhard er al, 1999
GeH Oscillatoria agardhii NIES-595 Itou et al, 1999
K139 Microcystis aeruginosa K-139 Nishizawa et al,, 2007
90 Microcystis aeruginosa NIES-90
Micropeptinas S70-A/-B Microcystis viridis S-70 Nishizawa et al, 2011
NIES103 Microcystis viridis NIES-103
MM978 | Microcystis sp. Piato & Graebin, 2020
MZ859 Microcystis sp.
A Microcystis viridis NIES-102 Ishitsuka er al, 1990
BeC Microcystis aeruginosa NIES- 298 Okino er al, 1995
D,EeF Oscz]]aton‘a agardhii NIES-204 Shin er al, 1996
Microviridinas GeH Nostoc minutum NIES-26
K Planktothrix agardhii CYA126/8 Philmus er al, 2008
I Planktothrix agardhii strain 2 e 18 Fujii er al, 2000
] Microcystis aeruginosa UWOCC CBS Rohrlack er aZ, 2003
L Microcystis aeruginosa NIES-843 Ziemert et al, 2010
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Figura 3. Estrutura quimica geral das anabaenopeptinas. Esta classe divide-se em anabaenopeptinas de A-
J e T, sendo “X” referente a diferentes aminodcidos nas respetivas posicées (Monteiro er al., 2021).

As primeiras Aps descritas foram a Ap A e Ap B por Harada er al, 1995. Desde entdo
foram descobertos outros analogos, sendo atualmente conhecidas variantes de Ap A - J e
Ap T. Para além dos varios analogos de Ap, também ja foi descrito o BGC com os genes
aptAl, aptA2 e aptA-E (Figura 4), que codificam péptidos ndo ribossomais (NRPs,
Nonribosomal Peptides) envolvidos na producdo de Ap (Monteiro et al., 2021).

Anabaena sp. 90
Nodularia spumigena CCY9414

hphA
Nostoc punctiforme PCC 73102 aptA aptB aptC aptD Ao Q>—
D
S. torques-reginae ITEP-024 aptA aptB aptC aptD |
hphA aptE
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 aptA aptB aptC aptD
aptE
Snowella sp. 249/25 aptA aptB aptC aptD
aptE
Microcystis aeruginosa PCC 9701 aptA aptB aptC aptD
aptE
Microcystis aeruginosa SPC777 aptA aptB aptC aptD "
aptE
Microcystis aeruginosa PCC 9432 aptA aptB aptC aptD

aptE

Figura 4. Esquema estrutural da organizagio do BGC de Ap em diferentes estirpes produtoras (Monteiro et
al, 2021).

As Aps tém demonstrado atividade inibitdria sobre diversas proteases, conferindo-lhes
a capacidade de bloquear a agdo de enzimas como a Proteina Fosfatase 1, Proteina Fosfatase
2A, Carboxipeptidase A (CPA), proteases de serina humana, leucina aminopeptidase,
tripsina e trombina (Janssen, 2019). Destacam-se, em particular, as variantes Ap B, Ap C e
Ap F (Figura 5), que tém demonstrado eficacia na inibicdo da Carboxipeptidase U (CPU) ou
TAFIa (Monteiro er al, 2021). A CPU é responsavel pela acdo anticoagulante (Willemse et
al, 2009), em contraste a CPA secretada pelas células acinares do péancreas (Siekevitz &

Palade, 1958), esta presente em organismos desde peixes até aos humanos (Quiocho &



Lipscomb, 1971) e desempenha um papel fundamental na digestdo de proteinas. O seu modo
de agdo esta associado a quebra de proteinas, removendo os aminoacidos da extremidade C-
terminal das cadeias polipeptidicas durante o processo de digestdo (Auld & Vallee, 1987),
libertando aminoacidos (Vendrell & Avilés, 1999; Vendrell er al, 2000). A inibicdo da CPA
esta associada a distirbios digestivos, resultando numa digestdo incompleta. Embora a CPA
e a CPU apresentem uma estrutura com mais de 40% de identidade (Vendrell et al, 2000),
diferem significativamente nas atividades que desempenham. Neste contexto, a inibi¢ao de

CPA por cianobactérias pode ter implicagdes promissoras para a sintese de farmacos.
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Figura 5. Estrutura quimica das anabaenopeptinas com atividade antitrombdtica: Ap B (Harada et a/, 1995),
Ap C (Rouhiainen et al, 2010) e Ap F (Shin et al, 1997) (adaptado de: Monteiro et al,, 2021).

1.3.2. Microviridinas

As Mvs correspondem a um dos maiores oligopeptideos sintetizados por cianobactérias
(Amaral er al, 2021). A primeira variante das Mvs identificadas foi a Mv A, descrita por
Ishitsuka et al, (1990) a partir de Microcystis viridis (NIES-102), isolada de um bloom no
Lago Kasumigaura (Japao). Desde entdo, foram identificadas diversas variantes de Myvs,
como Mv A - L, Mv N3 - N9, Mv O, Mv 1777 e Mv1709 (Amaral et al,, 2021).

Quanto a sua estrutura, as Mvs sdo uma familia de tri- e tetradecapeptideos N-acetilados
que se ligam por meio dos grupos w-carboxi de residuos de glutamato ou aspartato,

formando ligagdes amida e éster com lisina, serina e treonina em posigdes especificas. Essas



ligagGes, comuns em péptidos sintetizados pela via ndo ribossémica (NRPs), sio geralmente
associadas a esse mecanismo (Philmus er a/, 2008).

Atualmente, pode-se encontrar variantes deste composto nos seguintes géneros de
cianobactérias: Microcystis, Nostoc, Planktothrix, Chryseobacterium, Anabaena e
Nodularia (Tabela 1; Philmus er al, 2008; Ahmed er al., 2017; Amaral er al., 2021).

A biossintese de Mvs estd associada a presenca de genes como mdnA-F e mdnH em
conjunto com outras proteinas. Como pode-se observar na Figura 6, ja foi estudado o BGC
responsavel pela sintese deste composto em estirpes de Microcystise Planktothrix (Ziemert
et al., 2008; Philmus er al., 2008).

1 2,000 4,000 6000-6800

M. aeruginosa NIES-298 -- . ’ .. » -
M. aeruginosa EAWAG 127a - . ' . -. - - .

M. aeruginosa NIES-834 == = |- --
P. agardhii NIVA-CYA 126/8 0= - p
P. rubescens NIVA-CYA 98 =} -4-@00
M. aeruginosa NIES-1211 - . - -4

B MdnA " MdnD W MdnH
MdnB MdnE W Other proteins
B MdnC ™ MdnF

Figura 6. Esquema do BGC de Mv em diferentes estirpes de Microcystis e Planktothrix (Amaral et al, 2021).

Conforme mencionado anteriormente, as Mvs sdo inibidoras de diversas serino-
proteases. Além disto, podem ser utilizadas como aditivo alimentar (Amaral ez a/, 2021) e
no controlo bioldgico, uma vez que a inibigdo de proteases, como a quimotripsina, tem sido
utilizada como pesticida biolégico. A Mv 1777, por exemplo, foi relatada devido a sua agdo
contra 7hamnocephalus platyurus (Sieber et al, 2020). Além disso, possuem um papel
fundamental para a satude, pois, a inibicdo de quimotripsinas, sintetizadas pelas células
acinares do pancreas (Letko ez al, 1989), constituem um grupo de enzimas que catalisam a
hidrolise de ligagoes peptidicas especificas em proteinas durante o processo digestivo
(Karlund er al, 2021). Elas sao particularmente eficazes na acdo sobre ligacdes formadas
pelos grupos acil de aminoacidos que possuem cadeias laterais aromaticas ou determinadas
cadeias laterais alifaticas (Bender et al,, 1973).

As Mvs também tém a capacidade de inibir a tirosinase (Ishitsuka ez al, 1990), uma

enzima essencial para a producdo de melanina (Korner & Pawelek, 1982), o pigmento
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responsavel pela cor da pele, cabelo e olhos (Tse et al, 1976), amplamente distribuida em
microrganismos, animais e plantas (Matoba et al., 2006). Ativada pela radiagao UV (Pillaiyar
et al, 2017), a tirosinase é essencial para a producdo de melanina, a melanogénese, estando
a auséncia desta enzima relacionada com a redugdo da sintese deste pigmento
(hipopigmentagdo) (Solano et al, 2006). Esta sintese ocorre em células especializadas, os
melandcitos (Snyman et al, 2024). Viarias patologias e condigdes estdo relacionadas com
estas células, como vitiligo e albinismo (Yamaguchi & Hearing, 2014; Solano et al., 2006),
sendo os melanomas malignos um dos tipos de cancro de pele mais severos, associados a
transformacao e crescimento anormal destas células (Schadendorf & Hauschild, 2014; Guo
et al., 2021). Contudo, estdo a ser desenvolvidos estudos que se concentram na inibi¢do da
melanogénese para a prevencao da metdstase dos melanomas (Saud er aZ, 2022).

Para além desta agdo anticancerigena, a inibi¢do da tirosinase pode ser til na sintese
de cosméticos (Zolghadri et a/, 2023), uma vez que com a exposi¢do excessiva ao sol, surgem
manchas na pele devido a hiperpigmentacdo (Thawabteh er al, 2023). Apesar de ndo
apresentarem nenhum efeito clinico, estas manchas podem causar algum transtorno, pelo
que a utilizacdo de produtos com esta atividade seriam uma mais-valia na sua remogao
(Nesterov, 2008). Por outro lado, é necessdrio ter em consideracio que a melanina
desempenha um papel crucial na protecdo da pele contra a radiacdo UV (Maddodi &
Setaluri, 2008). Assim, em situagdes de hipopigmentacdo, onde as células da pele ficam
expostas a esta radiagdo, pode haver um aumento no risco de desenvolvimento de
melanomas (Logesh, 2023).

A semelhanca das Aps, as Myvs, mais especificamente a Mv B (Figura 7), também

apresentam atividade anticoagulante.
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Figura 7. Estrutura quimica da microviridina B (Ziemert et al, 2010).
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1.3.3. Micropeptina K139

Os depsipeptideos de cianobactérias designados como cianopeptolinas sdo péptidos
ciclicos, nos quais uma ligacdo amida é substituida por uma ligagdo éster, constituindo a
maioria dos péptidos de cianobactérias (Nishizawa er al, 2011). A classe das
cianopeptolinas, que inclui as subclasses anabaenopeptilideo e micropeptina, foi
identificada em formas variadas compostas por seis a nove aminoacidos L, incluindo o
residuo 3-amino-6-hidroxi-2-piperidona (Weckesser et a/., 1996).

As Mps foram isoladas pela primeira vez em Microcystis aeruginosa por Okino et al.
(1993), sendo este o tinico género descrito como produtor deste composto (Harada, 2004;
Nishizawa er al,, 2011).

Mais recentemente, Nishizawa et al. (2011) descreveram os genes de sintese das Mps
em duas espécies de cianobactérias (Figura 8), abrangendo quatro estirpes diferentes, sendo
estas Microcystis cf. wesenbergiiN-C 172/5 e M. aeruginosa K-139, NIES-843 e PCC 7806.

Strains  menF menA menB menC - menE
K-139 . Ans '. A '- A I- Annp I. Aje I. AT.W D D <:|
orfl  orf2 orf3
NvACYA [ I DN O D P
MAES59950
Nesess C J(weesooso [ N T NN T I | ) El=DHIDD
MAEG0060  MAE60040 MAE60030 MAE60020 MAE60010 MAEG0000 MAES59990
MAES9980
PoC 7809 s - G
IPF3139  IPF3137 IPF3136 IPF3135 IPF3132
D condensation domain adenylation domain I:' thiolation domain
N-methylation domain E‘ thioesterase domain v Cn' casette insertion point

Figura 8. Organizacdo do BGC de micropeptinas, mcnA-mcnE (Nishizawa er al, 2011).

Os depsipeptideos de cianobactérias inibem a tripsina e a quimotripsina (Nishizawa et
al, 2011). A Mp K139 (Figura 9) (Anas et al, 2017), a Mp MM978 e a Mp MZ859 (Figura
10) também estdo descritas na bibliografia com atividade anticoagulante (Piato & Graebin,
2020).

OH

Figura 9. Estrutura quimica da micropeptina K139 (Labby ez al, 2015).
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Figura 10. Estrutura quimica das micropeptinas MM978 e MZ859 (Piato & Graebin, 2020).

1.4 Hemostasia e cascata de coagulagcao

A hemostasia consiste numa série de mecanismos que ocorrem no interior dos vasos
sanguineos com o objetivo de prevenir e interromper a perda de sangue, por meio da
formacéo de coagulos, e também na destruicado destes, evitando trombos (McMichael, 2012).

Quando ocorrem lesGes nas paredes dos vasos sanguineos, devido a exposi¢do do
colagénio e das miofibrilas, e do fator tecidual libertado, sucedem-se quatro fases
hemostaticas (Abshire & Jobe, 2009; Minors, 2007). A primeira, designada por alguns
autores como hemostasia primdria, é marcada por uma agdo vascular. Nesta fase, as células
endoteliais promovem a vasoconstri¢cdo da parede do vaso lesionado e secretam proteinas
vasoconstritoras como a renina, a endotelina e o fator ativador plaquetario, resultando na
diminui¢do do tamanho do vaso, e, consequentemente, na diminui¢do do tamanho da lesdo
e do fluxo sanguineo (Minors, 2007). Simultaneamente, ocorre a homeostasia secundaria,
onde as plaquetas sdo ativadas, deslocando-se até ao local afetado, alterando o seu formato
e agregando-se umas as outras, gragas a glicoproteinas. Além disto, as plaquetas aderem ao
endotélio vascular gragas ao fator de Von Willebrand, presente nos vasos, que atua como
uma ponte de ligacdo, resultando na formacao de um tampao plaquetario temporario (Davie
et al., 1991; Girma et al., 1987). Posto isto, é desencadeado um conjunto de processos de
ativagdo em cascata de proteinas responsaveis pela coagulacgdo, sendo o resultado a fibrina,
responsavel por reforcar o tampao plaquetario, tornando-o mais estavel e robusto (Davie et
al., 1991). A ativagido dos fatores de coagulacdo ocorre por duas vias distintas, determinadas
pela origem da lesdo, que convergem no fator X para dar inicio a uma via comum: a via
intrinseca e a via extrinseca (Figura 11).

A via intrinseca é ativada pela exposicdo de superficies eletronegativas, como o
colagénio ao sangue, resultando na ativagdo do Fator XII (Fator de Hageman) que inicia a
cascata. Posteriormente, o Fator XIIa é responsavel por ativar o Fator XI, que, por sua vez,
ativa o fator IX. Este Fator IXa, juntamente com o Fator VIIla ativa o Fator X, dando inicio
a via comum (Figura 11).

Contudo, em situacdes mais severas, associadas a lesdes teciduais, a via extrinseca é

ativada pela libertacdo de lipoproteinas, especificamente o fator tecidual (Minors, 2007).
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Figura 11. Representagio simplificada da via intrinseca e extrinseca da cascata de coagulagéo, e fibrindlise
com e sem a a¢do da TAFIa (adaptada de Miranda-Vilela, 2012 & SANG Medicine Ltd., 2022).



Este fator apresenta uma alta afinidade pelo fator VII que circula no sangue (Broze,
1982), com o qual é responsavel por ativar o Fator X, terminando também na via comum.

A via comum, como ja havia sido mencionada anteriormente, inicia-se com a ativagao
do Fator X. O Fatore Xa, juntamente com o Fator Va, é responsdavel por converter a
Protrombina, o precursor inativo da trombina, em Trombina. Esta enzima cliva duas cadeias
polipeptidicas da molécula de fibrinogénio (uma glicoproteina que circula no sangue), para
formar o mondmero de fibrina, que se polimeriza e forma uma rede de filamentos,
responsaveis por estabilizar os codgulos sanguineos. Além disso, a trombina exibe um
feedback positivo, pois ativa os fatores V, VIII e o fator XI (Minors, 2007). Concentragdes
elevadas de trombina levam a redes de fibrina densas resistentes a fibrindlise (Alkarithi er
al., 2021).

Ao longo de todas as vias (Figura 11) observa-se a presenca de Ca*, fundamental para
a promogao ou aceleracdo de todas as reagdes, a excec¢do da primeira etapa da via intrinseca
(Fator XII), independente de calcio (McMichael, 2012).

Apds a restauracdo do epitélio lesionado, inicia-se a dltima etapa da hemostasia: a
fibrinolise. Este processo é mediado pela plasmina, o produto da ativagido do plasminogénio
(Minors, 2007). A plasmina surge na sequéncia da libertacdo de um ativador de
plasminogénio, gracas a elevada concentragdo de trombina, responsavel por degradar a
fibrina e, consequentemente, o codgulo (Boon, 1993). Para regular a formagéo e destruicdo
dos codagulos, o figado sintetiza uma enzima crucial para a fibrindlise que circula no sangue
no seu estado inativo, a TAFI, também conhecida como Procarboxipeptidase U (Sillen &
Declerck 2021; Halland er al, 2015). A TAFI ¢é ativada pela trombina ou pelo complexo
trombina-trombomodulina, convertendo-se numa potente enzima antifibrinolitica,
também designada como CPU ou Carboxipeptidase B2 (Willemse et al, 2009). Esta enzima
ao clivar as argininas e lisinas C-terminais na fibrina parcialmente degradada, inibe a
ativacdo do plasminogénio, o que resulta na inibicdo da fibrindlise e, consequentemente,
promove o desenvolvimento de trombos (Figura 11) (Sakharov er al, 1997; Walker &
Bajzar, 2004). A inibicdo da TAFIa também promove a degradacdo do coagulo e tem um
efeito antitrombdtico (Schreuder er al, 2016; Monteiro er al, 2021), sendo, portanto,

vantajosa no tratamento de patologias.

1.4.1 Patologias associadas a disturbios da cascata

Por vezes, verificam-se anomalias ao nivel da cascata de coagulagdo que comprometem
a hemostasia. Situagdes como a deficiéncia de antitrombina (AT), das proteinas C (proteinas
anticoagulantes naturais que circulam no sangue na sua forma inativa, Griffin et al, 2007)
ou das proteinas S (glicoproteinas anticoagulantes que atuam como cofator da proteina C

ativada, Walker, 1984), assim como altas concentragdes do fator VIII, sdo alguns dos
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responsaveis por alterar a cascata, resultando em trombos venosos (Rosendaal, 1999). Além
desses fatores, outros riscos associados ao desenvolvimento de coagulos incluem sexo
feminino, idade, etnia negra, histdérico familiar de tromboembolia, tabagismo, obesidade,
quimioterapia, cirurgias, etc. (Wang & Carrier, 2023; Elyamany ez a/, 2014).

Como o figado é responsavel pela sintese da maioria dos fatores e inibidores da cascata
de coagulacdo, doencas hepdticas estdo fortemente associadas ao risco de trombose
(Amitrano et al, 2002; McMichael, 2012).

A trombose é atualmente reconhecida como uma das principais causas de morte no
mundo, associada a condi¢des como acidente vascular cerebral (AVC) e tromboembolismo
venoso (TEV) (Bentounes et al, 2023). O TEV inclui tanto a trombose venosa profunda
quanto a embolia pulmonar (Heit, 2015). A trombose, caracterizada como uma doenga de
origem multicausal (Rosendaal, 1999), esta associada a diversas patologias, destacando-se o
cancro. Elyamany et a/ (2014) observaram que pacientes oncoldgicos tém maior propensao
ao desenvolvimento de trombose, devido ao seu estado de hipercoagulabilidade causado
pelas células tumorais. Além disso, a formacgdo de trombos pode influenciar tanto a
progressdo quanto o prognoéstico do cancro. Fora do contexto oncolédgico, a trombose
também esta ligada a doencas inflamatérias (Tichelaar er al, 2012), como as doengas
inflamatdrias intestinais, que elevam o risco de formacdo de codgulos (Giannotta er al,
2015).

Ha autores que afirmam que um codgulo e um trombo ndo sdo sinénimos. Apos a
observacdo de cortes histologicos de cada um, verifica-se que o coagulo apresenta uma
estrutura uniforme, enquanto o trombo aparenta ser composto por dois tipos de material:
uma aglutinagdo de plaquetas e hemadcias, assim como alguns leucdcitos nas duas regides. A
partir de métodos de coloragdo especiais, pode-se observar ainda a presenca de fibrina a
envolver todas estas estruturas. Em contraste, nos codgulos observa-se apenas uma estrutura
coralina de hemacias com algumas plaquetas mantidas numa rede fraca de fibrina (Poole &
French, 1961). Embora haja autores que afirmem que estas duas estruturas ndo sdo
sinénimas, para os propositos deste trabalho, o codgulo e o trombo serdo considerados como
sinénimos. Esta abordagem visa simplificar a discussdo e focar na compreensido geral dos
processos da coagulagdo e da trombose.

Os trombos sdo responsaveis por obstruir os vasos sanguineos (trombose venosa) ou as
artérias (trombose arterial), o que resulta num fluxo de sangue e oxigénio inadequado a uma
parte especifica do organismo. Ocorrem comumente em diversos érgdos: no cérebro,
resultam em doencas cerebrovasculares; no coragdo, causam doengas cardiacas isquémicas;
nos pulmodes, originam embolias pulmonares; no abddmen, provocam isquemia
mesentérica; e, em extremidades como bracos e pernas, causam trombose venosa profunda
ou doenga arterial periférica (Figura 12) (Olivera et al, 2021). Em situa¢des mais severas,

esta obstrucdo podera resultar na morte celular ou na necrose dos tecidos envolvidos, gracas
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a ma oxigenacdo ou a escassa nutricdo dos mesmos (Hosoda & Orikasa, 2022; Markwell et
al., 2022).

Trombose arterial Trombose venosa

Doencas Cerebrovasculares

Doenca Cardfaca Isquémica Embolia pulmonar

Isquemia mesentérica

Doenga arterial periférica Trombose venosa profunda

Figura 12. As patologias mais comuns associadas a tromboses de origem arterial e venosa (adaptado de:
Olivera er al., 2021).

O tratamento padrdo para tromboses geralmente envolve o uso de tromboliticos,
anticoagulantes e antiplaquetdrios, que impedem o crescimento do trombo, embora possam
aumentar o risco de sangramentos (Henke er a/, 2020). Entre os anticoagulantes naturais,
destaca-se a antitrombina (AT), um inibidor de serina protease, que inibe a trombina e ativa
o fator X, desempenhando um papel crucial na regulacdo da coagulagcdo (Roemisch et al,
2002; Levy et al, 2016; Iba et al, 2021). A AT recombinante, desenvolvida para fins
terapéuticos, possui propriedades antitromboticas, anti-inflamatdrias e citoprotetoras. A
sua acdo antitrombdtica ocorre através da ativacdo da proteina C, um anticoagulante
fisiolégico que, ao se ligar a trombina, neutraliza a promogio da coagulagdo (Loghmani &
Conway, 2018; Ito et al., 2019).

Outro anticoagulante amplamente utilizado é a heparina, extraida principalmente de
suinos (Beurskens etz al,, 2020). A heparina atua inibindo tanto o fator Xa quanto a trombina,
sendo um dos agentes mais frequentemente utilizados na terapia anticoagulante, facilitando
a interacdo entre a AT e a trombina ou o fator Xa (Bjork & Lindahl, 1982; Beurskens et al,
2020).

As cianopeptolinas (Gademann et al, 2010) e aeruginosinas (Namikoshi & Rinehart,
1996; Ersmark et al., 2008) sdao outros compostos com atividade anticoagulante produzidos

por cianobactérias, que também desempenham um papel importante na inibicdo de
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proteases, e, consequentemente na coagulacio sanguinea. Estes compostos, juntamente com
as Ap, Mv e Mp, contribuem para a diversidade do metabolismo secundario das
cianobactérias, com bioatividades que interferem nos processos hemostaticos.

As Aps possuem uma agdo antitrombotica devido a sua capacidade de inibir a TAFIa
(Monteiro et al., 2021), pois, promovem a fibrindlise resultando na destrui¢do dos coagulos
(Halland er al,, 2015; Schreuder et al., 2016). Como mencionado anteriormente, a TAFIa é
essencial para a hemostasia, contudo, em situa¢des de desregulagdo, pode contribuir para o
desenvolvimento de patologias, e.g. doenga cardiaca isquémica ou isquemia mesentérica
(Sillen & Declerck, 2021; Olivera et al., 2021).

Em relacdo as Mvs, num ensaio desenvolvido por Anas et al (2017), verificou-se que a
Myv B possui uma atividade antitrombdtica, porém, atua de um modo distinto das Aps, sendo
capaz de inibir a agdo da trombina. Esta inibi¢do impede a conversdo do fibrinogénio em
fibrina, e, consequentemente, a formagao do coagulo, tornando-se assim, num bom aliado
ao combate a patologias relacionadas com a formacao de coagulos (Lee & Ansell, 2011).

As Mps, nomeadamente a Mp K139, inibem o fator VIla e a trombina (Anas et al,
2017), ambas etapas essenciais para a formagdo do codgulo. O fator VIla inicia a via
extrinseca, sendo, consequentemente, responsavel pela ativacdo da trombina, enquanto a
trombina estd diretamente envolvida na conversio do fibrinogénio em fibrina (Mackman,
2009; Goldsack etz al, 1998). As Mp MM978 e Mp MZ859 também sdo referidas na literatura

como compostos anticoagulantes devido a inibicdo de trombina (Piato & Graebin, 2020).
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2. Material e Métodos

2.1 Analise filogenética e seleg¢ao das estirpes

Apdés uma pesquisa bibliogrifica a propdsito dos géneros capazes de produzir o
composto Aps, selecionou-se algumas estirpes de cianobactérias depositadas no Banco de
Algas e Cianobactérias dos Agores (BACA).

Para uma escolha mais criteriosa das espécies a utilizar fez-se a andlise filogenética de
sequéncias da regido do 16S rRNA, de estirpes do BACA, previamente depositadas no NCBI
(Anexo I). Para tal, utilizaram-se varios softwares. o Mega v11.0.13 (Tamura et al, 2021)
para acoplar e clivar as sequéncias; o MAFFT v7.520 (Katoh & Standley, 2013) para o
alinhamento das sequéncias de diferentes estirpes; o IQ7REF v1.6.4 (web server, CIBIV,
Austria, Trifinopoulos et al, 2016) para inferir distancias filogenéticas e calcular a maxima
verossimilhanca; o Fig7ree vi.4.4 (Rambaut, 2007) para editar a drvore filogenética; e o

Inkscape v.1.3.2 (https://inkscape.org/pt/) para edigdo grafica da arvore.

Tendo em conta os taxa descritos na literatura como produtores de Aps (Rohrlack &
Utkilen, 2007; Monteiro et al, 2021) e com base na analise filogenética (Anexo I), foram
selecionadas 50 estirpes de cianobactérias pertencentes aos géneros Kamptonema, Nostoc,
Leptolyngbya, entre outros (Tabela 2). Estas estirpes foram submetidas a uma abordagem
OMIC, que incluiu a extracdo de DNA seguida de andlise gendémica (sequenciagdo por
Illumina), com recurso a softwares indicados para a procura de compostos de interesse
(Gene Mining), além de analises metaboldmicas por HR-ESI-LC-MS/MS e rede molecular,

e um ensaio de bioatividade trombdtica.

Tabela 2. Estirpes de cianobactérias do BACA usadas neste estudo, indicando-se o local e o habitat de onde

foram isoladas.

Amostra Espécie Ilha Local de isolamento Habitat
BACAO0006 | Phayaothrix sp. Sédo Miguel Lagoa das Empadadas Norte Agua doce
BACAO0007 | Kamptonema sp. Sdo Miguel Lagoas das Empadadas Sul Agua doce
BACA0025 | Aphanizomenonaceae Pico Lagoa Rosada Agua doce
BACA0028 | Azorothrix ramosa Sdo Miguel Lagoa Rasa das Sete Cidades Agua doce
BACA0031 | Aphanizomenonaceae Pico Lagoa do Caiado Agua doce
BACAO0035 | Alifnostoc sp. Sdo Miguel Lagoa das Furnas Agua doce
BACA0054 | Stenomitos sp. Pico Lagoa do Peixinho Agua doce
BACAQ0056 | Tolypothrix cf. helicophila Pico Lagoa Rosada Agua doce
BACA0057 | Pseudoaliinostoc sp. Sdo Miguel Lagoa do Candrio Agua doce
BACAQ0060 | Dulcicalothrix sp. Sao Miguel Lagoa das Furnas Agua doce
BACA0066 | Azorothrix ramosa Sdo Miguel Lagoa do Congro Agua doce
BACAQ0075 | Cyanobium sp. Sao Miguel Lagoa das Furnas Agua doce
BACAO0089 | Neowestiellopsis persica Santa Maria Maia, Vila do Porto Salobra
BACAO0106 Tychonema sp. Sao Miguel Lago artificial, Parque privado Furnas =~ Agua doce
BACA0109 | Aphanizomenonaceae Pico Lagoa do Paul Agua doce
BACAO0110 | Microchaetaceae Sao Miguel Poga da Tia Silvina Termal
BACAO0111 | Microchaete bulbosa Sdo Miguel Nascente Agua de Prata Termal
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Tabela 2. Continuagio.

BACAO0112 | Leptolyngbya gelatinosa Sdo Miguel Nascente Agua do Rego Termal
BACAO0121 | Mastigocladus laminosus Sdo Miguel Nascente Agua do Rego Termal
BACAO0127 | Desertifilum tharense Sdo Miguel Nascente das Quenturas Termal
BACAO0135 | Hapalosiphon sp. Sdo Miguel Poga "Meditagdo" - D. Beja Termal
BACA0141 Tumidithrix elongata Pico Lagoa do Paul Agua doce
BACA0143 | Mastigocladus laminosus Sdo Miguel Nascente da Agua de Prata Termal
BACA0223 | Cyanobium sp. Sdo Miguel - Agua doce
BACA0275 Cyanobium sp. Sdo Miguel Lagoa das Furnas Agua doce
BACA0344 | Dulcicalothrix sp. Sdo Miguel Tanque, Parque Urbano Agua doce
BACAO0348 | Salileptolyngbya sp. Sdo Jorge Lagoa da Faja dos Cubres Salobra
BACA0399 | Cyanobium sp. Flores Afluente da Lagoa Funda Agua doce
BACA0429  Nostoc sp. Sdo Miguel Lagoas das Empadadas Sul Agua doce
BACA0444 Pseudocalidococcus azoricus Flores Lagoa Comprida Agua doce
BACA0449 Scytonematopsis sp. Sdo Miguel Lagoa Rasa da Serra Devassa Agua doce
BACAO0455 Kamptonema sp. Sdo Miguel Lagoa das Empadadas Sul Agua doce
BACAO0515 Tolypothrix sp. Flores Caminho da Poga do Ferreiro Terrestre
BACAO0570 Tychonema sp. Corvo - Agua doce
BACA0574 | Microcoleaceae Flores Lagoa Rasa Terrestre
BACAO0575 Tychonema sp. Corvo Lagoa do Caldeirao Terrestre
BACA0589 Chalicoglea sp. Flores Miradouro Terrestre
BACA0599 Kamptonema sp. Faial Caldeira do Cabego Gordo Agua doce
BACA0618 Stenomitos sp. Terceira Furna do Enxofre Terrestre
BACAO0619 | Kovacikia atmophytica Terceira Furna do Enxofre Terrestre
BACA0637 Leptothoe sp. Sdo Miguel Ribeira Quente Marinha
BACA0639 Romeriopsis navalis Sdo Miguel Ribeira Quente Marinha
BACA0643 Kamptonema sp. Faial Miradouro do Cabouco Terrestre
BACA0649 | Kamptonema sp. Pico Furna Frei Matias Terrestre
BACA0671 Kamptonema sp. Santa Maria Pogo da Pedreira Agua doce
BACA0694 | Kamptonema sp. Santa Maria Ribeira do Maloas Agua doce
BACA0731 Radiculonema aquaticum Santa Maria Ribeira do Salto Agua doce
BACAO0751 Purpureonostoc sp. Sdo Jorge Lagoa da Faja dos Cubres Salobra
BACA0778 Leptolyngbya sp. Sédo Miguel Nascente Agua do Caldeirio Termal
BACA0800 Ciimarium sp. Sdo Jorge Lagoa da Faja dos Cubres Terrestre

2.2 Producgao de biomassa

Para a andlise genémica e metabolémica foi necessario produzir biomassa das culturas
selecionadas. Para a extracdo de DNA, as estirpes foram colocadas a crescer em 100 mL de
meios de manutencao das culturas depositadas no BACA, entre eles os meios BG-11, BG-
11(N) e Wharis. Para a andlise metabdlica inicialmente em 250 mL e ao fim de duas semanas
em 1 L com arejamento. As culturas foram colocadas a crescer em condigdes de temperatura
e fotoperiodo fixos, tal como descrito por Cordeiro et al (2021). Somente as estirpes que
apresentaram BGCs de metabolitos de interesse na analise gendmica foram produzidas a
escala de 1 L. Para a extragdo de DNA, a biomassa foi recolhida por centrifugacio (Z446K
HERMLE Labortechnik GmbH, Alemanha) durante 10 min, a 10.000 ge a 4°C. As amostras
foram limpas com dgua destilada (durante trés ciclos de centrifugacdo) para remocgao de
contaminantes presentes no meio, e, no caso das estirpes marinhas, remogao do sal. Para a

andlise metabolomica, a biomassa foi também centrifugada (mesmas condi¢des). Em ambos
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0s casos, a biomassa foi posteriormente congelada, liofilizada e guardada a -20 °C, conforme

descrito por Cordeiro et al. (2021).

2.3 Analise Genémica

2.3.1 Extracao e quantificagao de DNA

Para a extracdo de DNA usou-se a biomassa seca das estirpes selecionadas, resultante da
producdo em 100 mL, e o kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
EUA). Foram necessarias alteracdes ao protocolo fornecido pelo fabricante (Anexo II),
tendo em conta as peculiaridades das cianobactérias (e.g. mucilagens e exopolissacdridos) e
os requisitos para sequenciacdo por [/lumina definidos pela empresa NovoGene
(Cambridge, UK), para a qualidade do DNA a sequenciar (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros de qualidade do DNA genémico das cianobactérias para sequenciagdo por

[llumina, fornecidos pela empresa NovoGene (Cambridge, Reino Unido).

Pureza
Servico Tipo de amostra  Quantidade (Qubit®) ‘ 260/230 ‘ 260/280
Illumina )
DNA gendmico > 200 ng >1 1,8-2,0
NovaSeq 6000

Para um resultado mais promissor, na etapa de lise celular, adicionou-se a cada amostra
200 pL de esferas de vidro 0.5 mm (QUIAGEN, Alemanha), as quais foram submetidas ao
TissueLyser 11 (QIAGEN, Alemanha), dois ciclos de 30s a 30 Hz. Posto isto, a pellet foi
ressuspendida em 300 pL de Digestion Buffer até cobrir as esferas e a amostra. Dado que o
Digestion Bufferfornecido no kit é limitado, em algumas ocasides utilizou-se CTAB com o
tampdo TE, e as amostras foram novamente submetidas ao 7issueLyser II. De seguida,
acrescentou-se Proteinase K e Lisozima (50 mg/mL).

A quantificacdo e verificacdo da qualidade do DNA extraido foi avaliada por
espetrofotometria, com o MULTISCAN SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, EUA) e a placa
uDropTM Duo Plate (Thermo Fisher Scientific, EUA). Além disso, foi também analisada
em eletroforese em gel de agarose (0,5%), a 100 V, corado com SYBR® Safe gel stain
(Invitrogen, EUA). A observacdo dos géis foi efetuada com recurso ao transiluminador

omniDOC Gel Documentation System (Cleaver Scientific, Reino Unido).

2.3.2 Sequenciagao, assemblagem dos genomas e pesquisa de BGCs

Para sequenciac¢do dos genomas, as amostras de DNA foram enviadas para a NovoGene

(Cambridge, Reino Unido), tendo sido sequenciadas por [//umina (NovaSeq™ X Plus,
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Illumina, EUA). Foi utilizada uma pipeline em Python para a construgdo dos genomas, que
atua sequencialmente, na seguinte ordem: 1) FastQC (Sena Brandine & Smith, 2019) para
controlo de qualidade; 2) FastP (Chen, 2023) para remoc¢do de sequéncias com baixa
qualidade e adaptadores; 3) SPADES v4.0.0 (Nurk et al, 2017) para alinhamento de
sequéncias e montagem de bins, utilizando a op¢do de metagendmica; 4) minimap2 (Li,
2018, 2021) para indexagdo e pré-processamento para software de binning; 5) CONCOCT
v1.1.0 (Alneberg et al, 2014) para o agrupamento de sequéncias do mesmo genoma e 6)
BUSCO 5.7.1 (Manni et al., 2021) com selecdo da linha de evolugdo cyanobacteria_ Odb10,
para selecio do genoma correspondente a estirpe de cianobactéria. Para verificar a
qualidade dos genomas obtidos (percentagem de finalizagdo e contaminagdo) usaram-se os
seguintes softwares, CheckM v1.2.2 (Parks et al, 2015), BUSCO v5.7.1 e CheckM2 v1.0.2
(Chklovski ez al, 2023). Para a anotagdo dos genomas utilizou-se o Bakta v1.9.4 com a base
de dados v5.1 (Schwengers ez al, 2021).

Para a pesquisa de BGCs de metabolitos secunddrios, utilizou-se os softwares
AntiSMASH v7.1.0 (Blin et al., 2023) e Blast2GO v6.0 (Gotz et al., 2008). Para o Blast2GO
v6.0, criou-se trés bases de dados para cada um dos compostos em estudo, anabaenopeptinas,
microviridinas A-E, e micropeptina K139, de acordo com a informacédo presente no NCBI
(Anexo III). De seguida, recorreu-se ao Clinker- CAGECAT 1.0 (Gilchrist & Chooi, 2021)

para comparar os BGCs dos compostos em estudo com os dados disponiveis no NCBI.

2.4 Analise Metabolomica

2.4.1 Extracao de metabolitos secundarios

Além das amostras selecionadas na andlise gendmica, estirpes com BGCs de metabolitos
de interesse para a atividade anticoagulante, foram também selecionadas duas estirpes
(Mastigocladus laminosus BACAQ121 e Hapalosiphon sp. BACA0135) como controlos
negativos (sem BGCs de interesse).

Para a extracdo dos metabolitos, pesou-se 100 mg de biomassa seca e adicionou-se 20
mL de metanol a 100%, colocou-se a extrair num banho de ultrassons E/masonic S30 (Elma
Schmidbauer GmbH, Alemanha) por 10 minutos, a 60 Hz. Apds os ultrassons, as amostras
foram decantadas. Este processo foi repetido trés vezes e as amostras decantadas foram
acopladas. Em seguida, os extratos foram filtrados a vicuo com um filtro de 1,2 pm (Gl/ass
microfibres filter 693 (VWR®, Franca)).

Os extratos foram posteriormente evaporados a 45 °C, usando um evaporador rotativo
(BUCHI R-100, Thermo Fisher Scientific, EUA). Por fim, os extratos foram transferidos

para frascos de 10 mL, e o volume residual foi deixado a secar na Hotte. Para garantir que
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os extratos estivessem completamente secos, estes foram colocados no liofilizador
(FreeZone 2,5L Labconco, EUA), cerca de 24 horas. As amostras foram guardadas a -20 °C.

Para a andlise por HR-ESI-LC-MS/MS, ressuspendeu-se 1 mg do extrato seco em 1 mL
de 100% Metanol LC/MS grade (Chem-lab NV, Bélgica). As amostras foram sujeitas a um
banho de ultrassons (Elmasonic S30, Elma Schmidbauer GmbH, Alemanha) até estarem
homogeneizadas. De seguida, foram filtrados 0,2 mL de cada extrato preparado para frascos
de Ambar (SureSTART™, Thermo Scientific, Alemanha), tendo sido deixadas no interior da
Hotte a secar. Apds 24 horas, os frascos foram colocados no liofilizador (FreeZone 2,51
Labconco, EUA) para garantir que ficassem completamente secos. Em seguida, foram
cuidadosamente fechados e guardados a -20 “C até envio para analise por HR-ESI-LC-
MS/MS.

2.4.2 HR-ESI-LC-MS/MS

Para a andlise por HR-ESI-LC-MS/MS foram contratados dois servigos, o Centro de
materiais (CEMUP) da Universidade do Porto e o Centro de ciéncias do mar (CCMAR) da
Universidade do Algarve, tendo as amostras sido divididas entre estes (Tabela 4).

Na Universidade do Porto, os extratos foram analisados por cromatografia liquida de
alta resolucdo acoplada com ionizagdo por electrospray e espectrofotometria de massa em
tandem (HR-ESI-LC-MS/MS) no sistema Q Exactive Focus Orbitrap (Thermo Fisher, EUA)
no modo positivo, como descrito por Ferreira et al. (2021).

Quanto aos dados tratados no CCMAR, a separagdo por cromatografia foi realizada no
sistema Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific, EUA), com a coluna Accucore RP-18
(2,1 x 100 mm, 2,6 um Thermo Scientific, EUA). A fase mével foi composta por dgua (A) e
Acetonitril (B), ambas contendo 0,1% de acido férmico. O gradiente (em v/v %) comegou
com 100% de A por 2 minutos. Em seguida, B aumentou linearmente para 30% em 13
minutos, depois para 100% em 16 minutos, sendo mantido em 100% por mais 4 minutos. A
fase mével retornou a 100% de A em 1 minuto, sendo mantida em 100% de A por 4 minutos.
A taxa de fluxo foi de 0,3 mL/ min. O volume de injecdo foi de 5 pL. A andlise de massas foi
realizada em um espectrémetro de massas Orbitrap Elite (Thermo Scientific, EUA) com
uma fonte de ionizagdo por eletrospray aquecido (HESI-II). A aquisi¢do de dados foi feita
com os seguintes parametros: voltagem de spray de 3,7 kV (polaridade positiva) e de 4,0 kV
(polaridade negativa); gas de arrastamento com 30 unidades arbitrarias; gas auxiliar com 20
unidades arbitrarias; temperatura do aquecedor a 350° C; temperatura do capilar a 350°C e
nivel de fator de retencio (RF) das lentes-S a 64,9%. O intervalo de varrimento foi de 100-
1500 m/z. A aquisicdo foi realizada no modo dependente de dados, usando ativagdo por

dissociacdo induzida por colisdo (CID) e exclusdo dindmica. Os perfis de LC-MS foram
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analisados usando os softwares Xcalibur 4.1 (Abu-lzneid er al, 2023) e Compound
Discoverer 3.3 (Cooper & Yang, 2024).

Tabela 4. Modo de distribui¢do das amostras em estudo para

cromatografia.

CEMUP CCMAR
BACA0007 BACAO0031
BACAO0025 BACAO0035
BACA0057 BACA0056
BACA0060 BACA0106
BACA0066 BACAO0121
BACA0089 BACAO0135
BACAO0111 BACA0344
BACA0449 BACA0429
BACAO0515 BACA0574
BACA0589 -
BACA0751 -

A partir do domolDiscovery (CyanoMetDB v0.2.0) procedeu-se a identificagcdo de

compostos provenientes dos dois centros (Luz, er al 2024b).

2.4.3 Rede molecular

Utilizando os dados de MS2, foi realizada uma rede molecular seguindo as condigdes
descrita por Luz et al. (2024b). Brevemente, os dados brutos foram convertidos para o
formato mgf com recurso ao MSConvert (Chambers et al, 2012). A rede molecular foi
construida usando o Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) em
condigdes padrio, a excecdo da tolerancia da massa de ido percursor e ido de fragmentagao
que foram definidos para 0.02 Da (Wang et al, 2016). As identificagdes dos compostos
foram feitas contra bases de dados publicas de compostos puros de referéncia. De modo a
enriquecer a identificacdo de grupos de compostos usou-se o MolDiscovery (Cao et al,
2021) e a base de dados de compostos do CyanoMetDB v0.2.0 (Jones et al., 2021). A rede
molecular final foi visualizada usando o Cytoscape v3.10.2 (Shannon er al., 2003) e a figura

final foi construida com recurso ao /nkScapev1.2.2.

2.5 Bioatividade trombotica

Para avaliar a atividade trombdtica dos extratos das estirpes estudadas usou-se o Kit
TAFI Activity Assay (ImmBioMed GmbH, Alemanha). Cada amostra foi preparada numa
concentragdo de 4,2 mg/ml, utilizando metanol a 100% como solvente, as solugdes

preparadas foram submetidas a um banho de ultrassons (£/masonic $30, Elma Schmidbauer
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GmbH, Alemanha) para assegurar a sua homogeneidade. Seguiu-se o protocolo fornecido
pelo fabricante (Anexo IV).

Além da preparacdo das amostras, preparou-se uma solugdo salina de NaCl a 0,9%, e
todos os restantes reagentes, conforme indicado pelo fabricante (Anexo IV). Todas as
amostras, calibradores e controlos foram analisados em triplicados numa microplaca de 96
pocos, lidos a 405 nm de 6 em 6 segundos durante 5 minutos, com o MULTISCAN SkyHigh
(Thermo Fisher Scientific, EUA), a uma temperatura ambiente de 30,6 °C.

Com recurso ao programa GraphPad Prism vI0 (https://www.graphpad.com/)
utilizando os resultados da absorvancia obtidos nas trés repeticdes para cada amostra,
calibradores e controlo, efetuou-se uma curva cinética enzimdtica usando o modelo de
Michaelis-Menten. Posto isto, verificou-se se as diferencas entre as amostras, calibradores,
e controlo positivo com o controlo negativo (D1) eram significativas a partir do One-way
ANOVA, seguido do teste Kruskal-Wallis conforme o procedimento de aumento linear em
duas fases de Benjamini, Krieger e Yekutieli (Kim, 2017). As diferencas estatisticamente
significativas foram consideradas com p < 0.05. A andlise estatistica foi feita para os
triplicados, usando para cada triplicado de cada amostra a diferenca entre o valor de
absorvancia maxima e o valor de absorvancia minimo, evitando assim erros associados a

absorvancia dos pigmentos naturais (e.g. clorofilas) das cianobactérias.
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3. Resultados

3.1 Anadlise genémica

Gragas a qualidade das amostras enviadas para sequenciacido (Anexo V), obtiveram-se

genomas de alta qualidade das 50 estirpes, variando entre os 96,74 e 100% de completude e

0,00 - 3,26% de contaminagdo (Tabela 5). Com base nestes valores, pode-se afirmar que os

genomas obtidos sdo confidveis para as analises posteriores.

Tabela 5. Andlise da qualidade dos genomas assemblados, através do CheckM vI1.2.3.

Amostra | Tamanho (bp) | Ne Contigs N50 GC % Completude | Contaminagio
BACA0006 6 449 654 71 239 895 41,00% 99,64 0,14
BACA0007 6 977 240 202 58 599 43,43% 99,18 1,09
BACA0025 7701 332 513 21014 39,99% 96,74 0,82
BACA0028 6540316 161 75 259 41,08% 100,00 1,36
BACAO0031 7 826 133 513 23 461 40,03% 98,91 0,82
BACAO0035 7 228 642 178 73 345 40,80% 99,18 0,27
BACA0054 7525771 66 221 151 51,24% 99,46 1,90
BACA0056 7229192 211 55177 41,85% 99,91 1,09
BACA0057 7 796 044 141 151 420 40,53% 99,14 0,82
BACA0060 10 833 754 384 51617 38,88% 99,05 2,40
BACA0066 6516 483 150 76 345 41,10% 99,73 0,54
BACAO0075 3 054 084 47 93 251 69,90% 99,73 0,27
BACA0089 6924 162 250 44 305 40,13% 98,37 3,26
BACA0106 6 554 340 216 45 829 45,73% 98,14 0,27
BACA0109 7 804 462 523 22126 40,04% 98,37 0,54
BACAO0110 6728 760 205 60 634 42,39% 99,64 0,36
BACAO0111 5920 453 52 173 146 41,54% 100,00 0,00
BACA0112 6 760 847 41 405 728 50,63% 99,09 2,99
BACAO0121 6933 588 278 41 968 41,26% 99,46 0,77
BACA0127 6 320 079 59 247 393 48,54% 98,91 0,82
BACAO0135 7 391 447 181 75 753 40,11% 99,73 1,36
BACA0141 5508 488 229 41 369 45,33% 99,32 0,82
BACA0143 6 874537 284 43 258 41,24% 99,46 1,04
BACA0223 3 104 437 12 607 940 68,52% 99,73 0,27
BACAO0275 3379 944 32 333 143 68,68% 99,18 0,00
BACA(0344 12505 019 204 108 217 38,93% 99,32 1,13
BACA0348 5979 057 36 334 671 54,52% 98,82 0,77
BACA0399 3 034 204 57 107 504 70,14% 100,00 0,00
BACA0429 6 650 984 179 69 021 40,59% 99,73 1,36
BACA(0444 3 463 985 34 125 609 48,70% 100,00 0,14
BACA0449 9292173 173 97 843 38,75% 99,73 0,68
BACAO0455 6273701 109 91 387 43,07% 100,00 1,22
BACA0515 7 526 867 245 54 944 41,57% 99,73 0,27
BACA0570 6 590 884 218 50 048 44,39% 99,09 1,09
BACA(0574 6977 140 393 28 833 47,49% 99,18 1,72
BACAO0575 6 595 889 224 51023 44,39% 99,09 0,27
BACA0589 5 098 666 135 95 583 39,34% 99,37 0,82
BACA0599 6221 311 100 92 931 43,06% 100,00 0,41
BACA0618 6935 211 204 59 364 51,23% 98,91 1,09
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Tabela 5. Continuagio.

BACA0619 7 657 032 169 85509 50,51% 99,37 2,17
BACA0637 6 853 059 172 81 085 47,49% 99,46 0,82
BACA0639 6145 175 66 180 182 50,74% 99,73 0,27
BACA0643 6229 922 96 99 740 43,06% 100,00 0,41
BACA0649 7 251 474 431 26 629 43,54% 99,28 0,82
BACA0671 7 194 657 182 62 741 43,32% 99,73 0,27
BACA0694 6916 620 177 64 247 43,48% 100,00 0,41
BACA(0731 7 823 321 138 85116 45,91% 99,23 0,95
BACA0751 6 399 040 114 112599 41,04% 99,73 1,09
BACA(0778 5 886 542 30 310517 53,48% 99,46 1,09
BACA0800 2 663 539 22 451 337 68,66% 100,00 0,41

Ap6s anotagdo dos genomas usou-se o AntiSMASH v7.1.0para identificagdo dos BGCs

dos compostos que poderiam ser potencialmente produzidos pelas estirpes em estudo. Entre

eles, verificou-se a identificacdo de BGCs de compostos com atividades antibacterianas,

antifingicas, antiprotozodrias, anticancerigenas, além de potencial de protecdo contra

radiacio UV, producio de sideréforos (terpenos responsaveis pelo odor de terra) e

inibidores de proteases com atividade anticoagulante. No entanto, dos resultados obtidos,

consideraram-se apenas semelhancas entre os BGCs superiores a 70% (Tabela 6).

Tabela 6. Bioatividades de compostos produzidos pelos BGCs identificados nas estirpes de cianobactérias em

estudo.

Atividade

Composto

Amostra

Referéncias

Antibacteriana

Ambiguine

BACA0089

Mayer et al, 2011; Swain et al, 2017

Rhizomide

BACA0054

BACA0057

BACA0618

Gavriilidou er al, 2021

Tenuecyclamide

BACA0671

Swain er al, 2017

Anticancerigena

Trunkamide

BACAO0515

Martins & Vasconcelos, 2015

Nostocyclopeptide A2

BACA0025

BACA0031

BACA0109

Fidor er al, 2019

Anticoagulante

Microviridina

BACA0028*

BACA0057

BACA0060*

BACA0066*

BACA0089

BACA0109*

BACA0344*

BACA0429*

BACA0449*

BACAO0751

Amaral eral, 2021

Micropeptina

BACA0106*

BACAQ0344*

Piato & Graebin, 2020

Anabaenopeptina

BACA0007*

BACA0025

BACAO0031

BACA0057*

BACA0109

BACA0344*

Monteiro et al., 2021

Cyanopeptolin

BACA0056

Namikoshi & Rinehart, 1996
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Tabela 6. Continuagio.

Antioxidante e redugio
de ferro

Schizokinen

BACA0035

BACA0057

BACA0112

BACAO0751

Chuljerm er al, 2020

Antiprotozodrios

Kolossin

BACA0649

BACA0751

Parihar er al, 2022

Antitoxinas

Nostopeptolide

BACA0057

BACA0089

Fidor eral, 2019

Antibacteriana,
Antituberculose e
Anticancerigena

Icosalide A/B

BACA0121

BACA0143

Shantharaj et al, 2021; Dangi et al, 2023

Anti-adenovirus

Landornamida

BACA0455

BACA0599

BACA0643

BACA0671

BACA0694

Bosch er al, 2020

Hepatotéxica

Microcistina

BACA0089

Mankiewicz-Boczek er al, 2015

Citotéxica

Patellin 6

BACAO0515

Carroll er al,, 1996

Inibidor de tirosinase

Microviridina

BACA0028*

BACA0057

BACA0060*

BACA0066*

BACA0089

BACA0109*

BACA0344*

BACA0429*

BACA0449*

BACAO0751

Amaral er al, 2021

Controlo bioldgico

Microviridina

BACA0028*

BACA0057

BACA0060*

BACA0066*

BACA0089

BACA0109*

BACAQ0344*

BACA0429*

BACA0449*

BACAO0751

Amaral et al, 2021

Conversio de
angiotensina inibida

Microginina

BACA0056

Namikoshi & Rinehart, 1996

Apossematismo

Geosmina

BACA0007

BACA0056

BACAO0135

BACA0570

BACA0575

BACA0649

BACAO0751

Zaroubi er al, 2022

*BGCs com similaridade abaixo de 70%.

Ao compilar os resultados obtidos a partir dos sofiwares AntiSMASH v7.1.0e Blast2GO

v6.0 foi possivel constatar que das 50 estirpes submetidas ao ensaio, apenas 20 aparentam
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ser potencialmente produtoras dos compostos alvo, pela presenca de genes responsaveis pela

sintese dos mesmos (Tabela 7).

Tabela 7. Identificagdo das estirpes portadoras de BGCs de compostos com atividade antitrombdtica de acordo
com o AntiSMASH v7.1.0e o Blast2GO v6.0.

Amostra Espécie Anabaenopeptinas MICIET ;g 102 | Microviridinas
BACA0007 Kamptonema sp. Xab - -
BACA0025 Aphanizomenonaceae Xab X® X?
BACA0028 Azorothrix ramosa - - Xab
BACA0031 Aphanizomenonaceae Xab X?® Xab
BACA0035 Aliinostoc sp. X® X® X®
BACA0056 Tolypothrix cf. helicophila X® X? -
BACAO0057 Pseudoaliinostoc sp. XP X® Xab
BACA0060 Dulcicalothrix sp. - - Xab
BACA0066 Azorothrix ramosa - - Xab
BACA0089 Neowestiellopsis persica X® X® Xab
BACA0106 Tychonema sp. - Xab X?
BACA0109 Aphanizomenonaceae Xab Xb? Xab
BACAO111 Microchaete bulbosa - - X?
BACAO0121* Mastigocladus laminosus - - -
BACA0135* Hapalosiphon sp. - - -
BACA0344 Dulcicalothrix sp. Xab X® X?
BACA0429 Nostoc sp. - X? Xab
BACA0449 Scytonematopsis sp. - - Xab
BACAO0515 Tolypothrix sp. X? - -
BACA0574 Microcoleaceae - X® -
BACA0589 Chalicoglea sp. X? - -
BACA0751 Purpureonostoc sp. X? X? Xab

X, indica a estirpe com BGC do composto identificado; (*), refere-se aos controlos negativos; resultados
identificados no (a) AntiSMASH v7.1.0 e (b) Blast2GO vé6.0.

Das 20 estirpes que apresentaram resultados promissores para a sintese de compostos
com atividade anticoagulante, pela identificagdo de BGCs, pode-se identificar dois grupos
com semelhancas filogenéticas (Figura 13). O primeiro, inclui as estirpes BACA0028 e
BACAQ0066, ambas identificadas como Azorothrix ramosa, e no segundo, as estirpes,
BACA0025, BACA0031 e

Aphanizomenonaceae BACA0109. Assim, dada a semelhanga entre estas, ndo se considerou

Aphanizomenonaceae Aphanizomenonaceae

necessario proceder ao estudo de todas as amostras para a analise metabolémica, tendo sido

selecionadas para as restantes etapas do ensaio somente as estirpes BACA0031 e BACA0066.
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Azorothrix ramosa BACA0066 (MT176722)
Azorothrix ramosa BACA0093 (OM691458)
Azorothrix ramosa BACAQ0043 (MT176712)
Azorothrix ramosa BACA0147 (OM691459)
95 |L  Azorothrix ramosa BACA0028 (MT176706)
g7| Azorothrix ramosa BACA0098 (OL847350)
Azorothrix ramosa BACA0441 (OL847351)
100 Hassallia antarctica CCALA (FR822752)
Hassallia antarctica CCALA (FR822753)
N L Tolypothrix sp. BACAD515 (OM732243)
100 Desmonostoc geniculatum HA4340-LM1 (KU161661)
Desmonostoc muscorum Lukesova 2 91 (AM711524)
Desmonostoc punense MCC 2741 (KT166436)
Desmonostoc sp. PCC 7422 (HG004586)
Desmonostoc magnisporum AR6 PS (MH497066)

9% L Desmonostoc danxiaense CHAB5868 MH291266
Desmonostoc persicum SA14 (MF642332)
_r— Desmonastoc salinum CCM-UFV059 (KX787933)
98 Fortiea laiensis HA4221-MV2 (HQ847570)
_|: Fortiea necridiiformans PS4G (MT556637)

Dendronalium phyllosphericum CENA388 (KR137609)

100 | Aphanizomenonaceae BACA0025 (MT176703.2)
100 Aphanizomenonaceae BACA0109 (PP795300.1)
Aphanizomenonaceae BACA0031 (MW776414.2)

L Amazonocrinis meghalayensis MEG8-PS (0Q690030)

L Nostoc sp. BACAD452 (PP847278.1)

Amazonocrinis nigriterrae CENA18 (AY218827)
Amazonocrinis nigriterrae CENA238 (MN551905)
Amazonocrinis nigriterrae CENA67 (MW326972)
Amazonocrinis nigriterrae CENABS (MW327026)
Ahomia purpurea NP-KLS-5A-PS (0Q690032.1)
Ahomia soli RAN-4C-PS (0Q690028.1)

Amazonocrinis nigriterrae CENA66 (MW327025)

Ahomia kamrupensis ASM11-PS (0Q690031.1)
Dendronalium phyllosphericum CENA73 (MW327027)

Violetonostoc minutum CHABS840 (MN400069)

Violetonostoc minutum CHAB5841 (MN400070)
Compactonostoc shennongjiaensis CHAB5781 (MH598843)

Dendronalium phyllosphericum CENA358 (KR137579)

Dendronalium phyllosphericum CENA369 (KR137590)

Dendronalium spirale NP-KLS-5C-PS (0Q690027.1)

N ——<:I 7 OTUs (e.g. Camptylonemopsis spp.; Fortiea spp.)

32 OTUs (e.g. Roholtiella spp.; Johanseniella spp.)

95

100

Rivulariaceae BACAO438 (PP847274.1)
7 OTUs (e.g. Atlanticothrix silvestris)
95

—@ 5 OTUs (e.g. Johanseniella spp.)

Gleeobacter violaceus PCC 8105 (AF132791)

100

0.06

Figura 13. Arvore filogenética parcial da regido do 16S rRNA (Anexo I - 1062 OTUs, 1393bp) com as estirpes
que apresentam elevadas semelhancas entre si (sinalizadas a amarelo). Os valores da maxima verossimilhanca
encontram-se apresentados a frente dos nodes (>95%).

Ainda na analise gendmica, comparou-se o grupo das estirpes potencialmente
produtoras de compostos com atividade anticoagulante, segundo os dados obtidos no
AntiSMASH, com algumas estirpes mencionadas na bibliografia. A partir deste processo,
pode-se constatar que para as Aps, apenas as estirpes Aphanizomenonaceae BACA0025,
BACAO0031 e BACAO109 e Dulcicalothrix sp. BACA0344, apresentaram genes do BGC ap,

o que indica que sejam potenciais produtoras de Aps (Figura 14).
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aptA1 aptA: aptB aptC aptD hphA aptE
Anabaena sp. 90
GU174493

Brasilonema sp. CT11

MT670293

Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8
EF672636

Snowella sp. 249/25

MF741700

Nostoc punctiforme PCC 73102
CP001037

Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024
KX788858

Aphanizomenonaceae BACA0031
MW776414

Aphanizomenonaceae BACA0109
PP795300

Aphanizomenonaceae BACA0025
MT176703

Dulcicalothrix sp. BACA0344
PP847265

®NRPS @ Hypothetical protein © L-Hph F—— [
25kb. 0 Identity (%) 100

Figura 14. Comparagdo do BGC de anabaenopeptinas de BACA0025, BACA0031, BACA0109 e BACA0344,

com outras estirpes portadores dos genes apt, publicadas no NCBI.

Relativamente as Mvs, na mesma analise, verificou-se que de todas as amostras que
apresentaram resultados positivos no AntiSMASH (Tabela 6), apenas as estirpes
Pseudoaliinostoc sp. BACA0057, Neowestiellopsis persica BACA0089 e Purpureonostoc sp.
BACAQ751, sdo portadoras de genes do BGC mdn (Figura 15).

Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8
EU438895

Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98
AM990463

Microcystis aeruginosa NIES-1211
BEIVO1000003

Microcystis aeruginosa NIES-298
AM943877

Pseudoaliinostoc sp. BACAO057
MT176718

Neowestiellopsis persica BACA0089
0M732222

Purpureonostoc sp. BACA0751
0Q540725

Putative methyltransferase

25kb 0o Identity (%) 100

ABC transporter

N-acetyltransferase PNPLA domain

Short chain dehydrogenase DUF1269 domain
Carboxylate-amine/ thiol ligases ® Microviridin prepeptide

Figura 15. Comparacdo do BGC de microviridinas de BACA0057, BACA0089, BACAO0751, com outras

estirpes portadores dos genes mdn disponiveis no NCBL.
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Quanto as Mps, a estirpe 7ychonema sp. BACAQ106 foi a inica a apresentar resultados
positivos no AntiSMASH, contudo, ao comparar os genes desta estirpe com as sequéncias

disponiveis no NCBI ndo se verificou semelhancas significativas entre os genes.

3.2 Bioatividade enzimatica

Apds a realizagdo da atividade enzimatica, foi possivel constatar que das 18 amostras
em estudo nenhuma apresentou uma atividade andloga de TAFI relativamente aos controlos
e as dilui¢des do calibrador fornecido pelo fabricante do kit (Anexos V e VI). Ao observar
a Tabela 8, pode-se contatar que ndo se verificou diferencas significativas entre os valores
de absorvancia das amostras face ao controlo negativo, ao contrario dos calibradores e

controlos positivos.

Tabela 8. Resultados da analise One-way ANOVA, seguido do teste Kruskal-Wallis. As
diferencas estatisticamente significativas foram consideradas com p < 0.05. Comparagdo
entre os calibradores, controlos e amostras com o controlo negativo (D1).

Contcl:'zlllcl:srszo:;:stras Mean rank dify g value p value
D2 45,00 0,04 0,008

D3 48,00 0,03 0,005

D4 52,00 0,02 0,002

C1 41,00 0,07 0,02

C2 53,00 0,02 0,002
BACA0007 7,500 0,77 0,66
BACA0031 15,83 0,61 0,35
BACA0035 32,67 0,20 0,06
BACA0056 13,67 0,64 0,42
BACA0060 15,17 0,61 0,37
BACA0066 3,333 0,87 0,85
BACA0089 11,67 0,69 0,49
BACAO0106 27,00 0,34 0,11
BACAO111 2,667 0,87 0,88
BACAO0121 20,00 0,56 0,24
BACA0135 26,00 0,34 0,13
BACA0344 15,00 0,61 0,38
BACA0429 -1,833 0,87 0,91
BACA0449 -0,5000 0,89 0,98
BACAO0515 9,667 0,71 0,57
BACA0574 10,17 0,71 0,55
BACA0589 4,167 0,87 0,81
BACAO0751 16,83 0,61 0,32

D1- 100% agua milli-Q; D2- 30% do calibrador; D3- 70% do calibrador; D4- 100% do
calibrador; C1- Controlo 1 (22.1; 21.2 - 22.9%) e C2- Controlo 2 (78.6; 73.5 — 83.6%).
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3.3 Identificagao de metabolitos secundarios

De entre os resultados obtidos do HR-ESI-LC-MS/MS executado no CEMUP, a estirpe
Aphanizomenonaceae BACAQ025 foi confirmada como produtora de Ap T ((M+H*)
866,5076 m/z). A massa do ido precursor da Ap T identificado neste trabalho (Figura 16)
assemelha-se ao valor de referéncia de 866,5028 m/z descrito por Kodani er al (1999).

BACAD025 #6184-6474 RT: 6,82-7.13 AV: 43 NL: 1,16E8
T: Average spectrum MSZ 868,50 (8184-8474)
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Figura 16. Cromatograma (MS2) da amostra Aphanizomenonaceae BACA0025 com resultado positivo para
Ap T (M+H*) 866,5076 m/z).

Além desta, para Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 e Purpureonostoc sp. BACAQ751
identificou-se massas na HR-ESI-LC-MS/MS idénticas a Mp 1120 (M+H*) 1120,5991 m/z)
(Figura 17). A Mp 1120, ja descrita por Isaacs et al. (2014), apresenta um ido precursor de
massa 1120,7 m/z e trés ides de fragmentacdo com 538,4 m/z, 206,2 m/ze 136,1 m/z.
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Figura 17. Cromatogramas (MS2) das amostras Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 e Purpureonostoc sp.
BACAO0751 com resultado positivo para a Mp 1120. A laranja encontra-se destacado o ido percursor (Isaacs
et al., 2014).
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Quanto as amostras analisadas no CCMAR, apenas a 7Zolypothrix cf. helicophila
BACAOQ056 apresentou uma massa idéntica a Mv A ((M+H*) 1729,7169 m/z), semelhante ao
descrito na literatura ((M+H*) 1729,7169 m/z) (Ishitsuka er al, 1990). Na corrida de HR-
ESI-LC-MS/MS, como o intervalo de varrimento foi de 100-1500 m/z, dos compostos em
questdo, apenas a Ap T (866,5076 m/z) e a Mp 1120 (M+H*) 1120,5991 m/Z) se encontravam

neste intervalo.

3.4. Rede molecular

Na andlise molecular foi possivel constatar semelhancas entre os compostos produzidos
por algumas das amostras em estudo e compostos previamente descritos, nomeadamente, a
microcistina LF/ MC-LR/ HtyR, a Ap T e a vacarina (Vc). Na Figura 18, estdo identificados
os nodes de microcistina, Ap T e Vc, sendo os restantes nodes referentes a massas nao
identificadas. Para esta andlise pode-se considerar que a microcistina é produzida pela
Neowestiellopsis persica BACA0089, a Vc pela Aphanizomenonaceae BACAOQ031 e
Aphanizomenonaceae BACA0025, e a Ap T pela Aphanizomenonaceae BACA(0025. Quanto
as Mp e Mv, dado que estas eram n0des tinicos, e como nao ficaram agrupados, ndo foram

representados na imagem.

Microcistina

Vacarina
1013.57
938.523
981.54
o 910‘.491 995 554 828.572
498 277
Microcistina MC-LR Vacarina
9548 1020154
Microcistina LF ‘ 823.55
Microcistina HtyR
515.262 121.437
721.437
Anabaenopeptina T 4291161
851.509
836.491
251.114
736.439
866.501
$59p8 Anabaenopeptina T
752.434 852.486
Aphanizomenonaceae BACA0025 Aphanizomenonaceae BACA0031 Neowestelliopsis persica BACAQ0B9

Figura 18. Clusters de anabaenopeptina T, microcistina e vacarina encontrados nas estirpes BACA(0025,
BACA0031 e BACA0089.

34



Assim, ap0s as diferentes andlises efetuadas, pode-se considerar que as estirpes que sao
potencialmente produtoras de anabaenopeptinas, microviridinas e micropeptinas
encontram-se identificadas na Tabela 9, juntamente com os respetivos habitats de onde

foram isoladas.

Tabela 9. Estirpes de cianobactérias com potencial de producdo de compostos com bioatividades relevantes
para a saude e respetivos locais de colheita.

Composto

Estirpe Espécie sintetizado Ilha Local de isolamento Habitat
BACA0025 | Aphanizomenonaceae ApT/Vc Pico Lagoa Rosada Agua doce
BACA0031 | Aphanizomenonaceae Ap/Vc Pico Lagoa do Caiado Agua doce
BACAQ056 | Tolypothrix cf. helicophila Mv A Pico Lagoa Rosada Agua doce
BACAQ057 | Pseudoaliinostoc sp. Mp 1120 Sdo Miguel Lagoa do Candrio Agua doce
BACAOQ089 | Neowestiellopsis persica Myv Santa Maria Maia, Vila do Porto Salobra
BACA0109 | Aphanizomenonaceae Ap Pico Lagoa do Patl Agua doce
BACA0344 | Dulcicalothrix sp. Ap Sdo Miguel | Tanque, Parque Urbano | Agua doce
BACAOQ751 | Purpureonostoc sp. Mv/Mp 1120 | SioJorge | Lagoa da Faji dos Cubres Salobra
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4. Discussao
4.1 Compostos com atividade antitrombética

De acordo com os resultados obtidos no AntiSMASH (Tabela 6), constatou-se que os
BGCs das estirpes correspondentes aos géneros Kamptonema, Aliinostoc, Pseudoaliinostoc,
Neowestiellopsis, Dulcicalothrix, Tolypothrix, Chalicoglea e Purpureonostoc, e a familia
Aphanizomenonaceae apresentaram similaridades com o BGC da Ap. No entanto, segundo
a informacdo disponivel na bibliografia, nenhum dos géneros identificados esta descrito
como produtor deste composto (Rohrlack & Utkilen, 2007; Monteiro et al., 2021). No que
se refere a familia Aphanizomenonaceae, embora as estirpes BACA0025, BACA0031 e
BACAO0109 ndo tenham sido caracterizadas ao nivel de género, o género Aphanizomenon,
pertencente a esta famfilia, estd descrito como potencial produtor de Ap (Murakami er al,
2000).

Na analise dos BGCs (Figura 14), verificou-se que Dulcicalothrix sp. BACA(0344 e
Aphanizomenaceae BACA(0025, BACA0031 e BACAO0109, foram as tnicas estirpes a
apresentar um BGC de Ap semelhante ao descrito na literatura (Monteiro et al, 2021).
Contudo, a BACA(0344 apresentou menos semelhancas (apenas trés genes) com as
sequéncias de referéncia (Figura 4).

Devido a similaridade entre as estirpes Aphanizomenonaceae BACA0025,
Aphanizomenonaceae BACA(0031 e Aphanizomenonaceae BACAO0109 (Figura 13),
selecionou-se apenas a BACA0031, contudo, dada a semelhanca entre os genes do BGC
considerou-se importante testar outra amostra deste mesmo grupo, tendo sido testada a
Aphanizomenonaceae BACA0025. Visto que o kit da atividade enzimatica é limitado, ndo
foi possivel proceder ao ensaio enzimdtico para esta mesma amostra. Contudo, na
cromatografia, enquanto na amostra Aphanizomenonaceae BACA0031 néo foi possivel a
identificacio dos compostos de interesse, para a Aphanizomenonaceae BACA0025
identificou-se a Ap T ((M+H*) 866.5017 m/z). Apesar da alta similaridade entre estas
estirpes do mesmo taxa (Figura 13), verificam-se diferencas na identificacdo de metabolitos
secundarios. Como ja foi identificado em outros estudos, além da variacdo fenotipica
observada em cianobactérias, estes microrganismos também presentam diversidade
metabdlica, em resposta as alteragdes das condi¢oes do meio (Ji er al, 2020; Mihling e al.,
2006; Soares et al, 2013). Este fenomeno reflete-se na sintese de diferentes compostos
dentro da mesma espécie, proporcionando uma maior capacidade de adaptacdo a ambientes
com condi¢des varidveis (Dabravolski & Isayenkov, 2022; Amin et al, 2024). Isto confere
as cianobactérias uma notdvel plasticidade e capacidade de adaptacgdo, resultando em

variabilidade intraespecifica, o que é corrobado pelos resultados obtidos (Welker & Von,
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2006, Gkelis ez al, 2019, Willis & Woodhouse, 2020; Halary et al., 2023; Kujawinski et al,
2023, Cordeiro et al., 2024).

Embora as estirpes estudadas ndo tenham apresentado Ap B, Ap C e Ap F na HR-ESI-
LC-MS/MS, identificou-se a Ap T. Apesar deste analogo ndo exibir atividade
anticoagulante, tem atividade inibitéria contra a CPA (Kodani et al, 1999; Murakami et a/,
2000). Além disso, até ao momento, ndo haviam sido descritos géneros produtores de Ap T,
tendo este composto sido inicialmente descrito num bloom de cianobactérias no lago
Teganuma (Japao) (Kodani ez a/, 1999).

O BGC de Myvs identificado em Pseudoaliinostoc sp. BACA0057, Neowestiellopsis
persica BACAO089 e Purpureonostoc sp. BACAQ751 apresentou semelhancas com os de
referéncia (Figura 15, Amaral et al, 2021). Apesar de nenhuma destas amostras ter
demostrado resultados positivos na cromatografia, ndo podemos excluir a possibilidade de
que sejam capazes de sintetizar Mvs. Esta diferenca pode estar associada com a inativagdo
dos BGCs. Ou seja, mesmo estando presente nestas amostras, nao se expressa devido as
condi¢des ambientais em que as estirpes foram analisadas, sendo necessario condi¢des de
stress para ativar estes genes (Ktodawska et al, 2019; Sun et al.,, 2022).

No entanto, uma vez que nido se encontrou na literatura o BGC de Mvs em
Pseudoaliinostoc, Neowestiellopsis e Purpureonostoc, considera-se que este trabalho possa
reportar novas informacoes na distribuicdo da sintese de Mvs em cianobactérias, apesar de
ndo haver confirmacio da sua sintese por HR-ESI-LC-MS/MS.

Apesar dos resultados obtidos na andlise genémica, foi na estirpe 7olypothrix cf.
helicophila BACA0056 que foi identificada a Mv A, sendo esta a primeira identificagdo de
Mv no género Tolypothrix. Até ao momento, as Mvs sé tinham sido identificadas nos
géneros Microcystis (Ishitsuka et al, 1990; Okino et al, 1995), Planktothrix (Fujii et al,
2000; Philmus et al, 2008), Nostoc (Shin et al., 1996), Chryseobacterium (Ahmed et al,
2017), Anabaena (Philmus et al, 2008) e Nodularia (Amaral et al, 2021). Este é um
resultado inesperado, visto que os resultados de andlise genémica (Blast2GO) mostraram
indicagdes para a presenca de BGCs de Aps ou de Mps, mas ndo de Mvs. Isto podera ter
acontecido dado que a sequenciacdo foi realizada pelo método ///umina, em que as amostras
de DNA sdo fragmentadas e estes fragmentos sdo amplificadas, detetados por fluorescéncia
e montados (assembling) (Hu et al,, 2021; Moti et al., 2022). Devido aos cortes aleatdrios na
fragmentacdo é possivel que a informacdo genética referente ao BGC de Mvs tenha sido
perdida ou esteja incompleta. Embora a Mv A ndo possua atividade antitrombdtica,
encontra-se descrita como inibidora da tirosinase (Amaral et a/, 2021). Na bibliografia
ainda ha pouca informacao referente a este composto, estando a identificagdo deste limitada
ao género Microcystis (Okino et al., 1993; Harada, 2004; Nishizawa et a/, 2011).

Na andlise por cromatografia, nas estirpes Purpureonostoc sp. BACAO0751 e
Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 identificou-se Mp 1120 (1120,5991 m/z). A Mp 1120, Mp
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1106 e Mp NMR194 foram descritas por Isaacs et al (2014), com recurso a cromatografia
liquida com espetrometria de massa (LC-MS), ap6s terem sidos identificados num bloom de
Microcystis aeruginosa no Rio Cape Fear, na Carolina do Norte (EUA). A Mp 1120 foi
identificada como sendo, possivelmente, um artefacto da Mp 1106, ndo sendo produzida
naturalmente. Isto deve-se a semelhanca entre ambas, sendo a Mp 1120 identificada como
o éster metilico da Mp 1106, estando estes analogos relacionados com as Mp 88A - 88F, que
apresentam residuos de arginina em vez de tirosina ou leucina na 52 posi¢ao (Ishida ez al,
1998). De momento, ndo existem estudos sobre a atividade da Mp 1120. No entanto, as Mps
88A - 88F, com exce¢do da Mp 88B, inibem a quimotripsina, uma proteina digestiva (Ishida
et al, 1998; Solovyev et al., 2023).

De acordo com os dados obtidos neste estudo, verificou-se que o potencial de producéo
de Aps, Mvs e Mps ocorreu predominantemente em estirpes colhidas de habitats de dgua
doce (Tabela 9). Isto deve-se ao facto de que, das 50 estirpes analisadas 28 foram amostradas
de ambientes de dgua doce (Tabela 2). Em relacdo as estirpes provenientes de habitats
marinhos, Leptothoe sp. BACA0637 e Romeriopsis navalis BACA0639, estas nado exibiram
a sintese de nenhum dos compostos estudados. Este resultado contrasta com as observagdes
de Nunnery et al. (2010), que sugeriam que cianobactérias marinhas tém potencial para
sintetizar diversos compostos bioativos. No entanto, esta discrepancia pode ser atribuida ao
tamanho reduzido da amostragem, uma vez que foram analisadas apenas duas estirpes
marinhas, e ao facto do estudo ter-se focado apenas na pesquisa de trés compostos, o que
impede a formulagdo de conclusdes. Quanto as estirpes oriundas de ambientes terrestes e
termais, também nao se identificaram BGCs ou compostos com atividade antitrombdtica.

Quanto a analise in silico da rede molecular, verificou-se a producdo de alguns
compostos como a microcistina (Figura 18). A presenca desta toxina na estirpe
Neowestiellopsis persica BACA0089 foi utilizada como controlo para validar a veracidade
desta andlise, uma vez que, entre todas as estirpes analisadas, a espécie Neowestiellopsis
persica encontra-se identificada como produtora de microcistina (Nowruzi et al, 2022).
Nesta mesma andlise, constatou-se que a estirpe Aphanizomenonaceae BACAQ025 é
putativamente produtora de Ap T, conforme ja havia sido observado. Os outros compostos
investigados ndo foram representados devido a presenca de apenas um node, no entanto
verificou-se a producdo de Vc por duas estirpes, a Aphanizomenonaceae BACA(0025 e
Aphanizomenonaceae BACA(0031.

De acordo com a literatura disponivel, a Vc é um dos principais compostos ativos das
sementes de Vaccaria segetalisutilizada na medicina tradicional chinesa (Yang ez al, 2014),
devido as suas diversas atividades com potenciais aplicagdes na area da saude. Entre essas
atividades, destaca-se a protecdo da barreira intestinal e, consequentemente, a resisténcia a
insulina, uma vez que ambas estdo inter-relacionadas (Lei et al, 2019; Sun et al, 2021).

Estudos indicam que este composto melhora a sensibilidade a insulina, tendo mostrando
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resultados promissores em ratos, com melhorias ao nivel da obesidade e nos valores de
hiperglicemia (Jia & Liu, 2022). Além disto, a Vc esta associada a promogao da proliferacdo
de células endoteliais, acelerando a angiogénese in vivo, o que torna este COmposto num
potencial agente no tratamento contra doengas vasculares (Xie er al, 2015). Também
existem estudos que relatam a acdo da Vaccaria segetalis ao nivel da circulagdo sanguinea e
da coagulagdo, nio estando especificado o composto responsavel pela atividade (Bing et al,
2024).

Até ao momento, a producdo deste composto estava exclusivamente associada a
Vaccaria segetalis (Yang et al, 2014), ndo tendo sido encontrado nenhuma referéncia a
outro organismo produtor. Assim, esta é possivelmente uma das primeiras relagdes entre
cianobactérias e a potencial producdo deste composto. Além disso, na andlise genémica, a
auséncia deste composto pode ter surgido por razdes semelhantes as observadas na estirpe
Tolypothrix cf. helicophila BACA0056, ou seja, cortes aleatdrios na sequéncia podem ter

levado a perda ou a falta de informacgao genética referente ao BGC de Vc.

4.2 Consideragoes sobre as ferramentas OMIC

No decorrer deste estudo foram utilizadas diversas abordagens OMIC, com o objetivo
de procurar compostos com atividade antitrombdtica. Esta abordagem foi anteriormente
realizada em cianobactérias, como por exemplo em Verma et a/. (2022) e Jeong et al. (2020).

Inicialmente, para a extracio do DNA utilizou-se um protocolo fornecido pelo
fabricante. No entanto, foi necessdrio efetuar algumas otimizac¢Ges na tentativa de obter
resultados mais robustos, visto que se verificou alguma dificuldade na lise celular e extragdo
do DNA genémico. Para tal, utilizaram-se esferas de vidro, que atuam como um agente
mecdnico no rompimento das paredes e membranas celulares, e um disruptor celular
(TissueLyser), garantindo maior eficiéncia na lise celular (Nakaune & Nakano, 2006; Smith
et al, 2011). Estes dois métodos em conjunto facilitaram a degradagdo da parede celular e
das bainhas e de exopolissacdridos, e a libertagdo do conteudo intracelular para o meio
extracelular (Gil-Solsona et al, 2021). Algumas estirpes de cianobactérias possuem
exopolissacaridos em diferentes proporgdes, o que dificulta a lise celular (Drews &
Weckesser, 1982). A estes dois métodos, responsaveis pela degradagdo mecénica, adicionou-
se um tampao de digestdo para uma a¢do enzimdtica (Guerra et al., 2020; Heikrujam er al,
2020).

Para a etapa do Gene Mining, a semelhanca de outros autores (May et al, 2020; Ledo
et al., 2021; Lorenzi et al., 2022) recorreu-se ao AntiSMASH para identificar BGCs em cada
estirpe por comparacdo as sequéncias anotadas no banco de dados MIBiG (Medema et al,

2015). Contudo, para obter resultados mais robustos, para além da informacdo
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disponibilizada pelo AntiSMASH, considerou-se importante confirmar os resultados
obtidos com recurso ao Blast?GO (Paco et al., 2023; Thatcher et al., 2018), tendo sido criado
uma base de dados com informagées do NCBI para esse efeito.

Ainda no AntiSMASH, foram consideradas todas as amostras com similaridade com os
BGCs superiores a 70%, contudo, na tentativa de encontrar mais compostos positivos para
a atividade em questdo, considerou-se os resultados de compostos com atividade
anticoagulante inferiores a este limite estabelecido.

Na atividade enzimatica destinada a avaliar a acdo de TAFI, utilizou-se um kit exclusivo
para uso em investigacdo. Contudo, apesar de o objetivo da sua utilizagdo ser a detegdo de
compostos nas estirpes em estudo com uma acio semelhante a TAFI, de modo a determinar
se, além de uma agdo benéfica para a saide com atividade anticoagulante, algum composto
poderia ter uma acgdo contraria, nio foi identificada nenhuma atividade. Em retrospetiva,
acredita-se que de todos os métodos implementados neste projeto, este tenha sido o que
apresentou menor relevancia.

A HR-ESI-LC-MS/MS é altamente sensivel e seletiva para a detecdo e identificacdo de
compostos. Por isso, foi essencial a sua utilizagdo, pois, permitiu confirmar a presenca de
compostos em concentragdes muito baixas e identificar analogos, mesmo sem padroes
disponiveis (Wu et al, 2012; Luz et al. 2024a, 2024b).

A construcdo de uma rede molecular foi fundamental, pois, a partir de uma analise in
silico (Nothias et al,, 2020), consolidou-se todas as informacoes obtidas no Gene Mining e
na identificagdo por HR-ESI-LC-MS/MS. A andlise de uma rede molecular é amplamente
utilizada na andlise de compostos para a sintese de firmacos (Terstappen & Reggiani, 2001),
uma vez que ajuda a mitigar problemas associados a tempo e custo, que afetam as abordagens
in vitroe in vivo (Shaker et al., 2021). Além disso, também ja foi aplicado em outras analises
de compostos produzidos por cianobactérias (Luz et a/., 2024a, 2024b; Niveshika et al., 2017;
Lima et al,, 2022).
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5. Conclusoes

5.1 Contributos do trabalho

Este trabalho permitiu constatar que a abordagem utilizada podera ser implementada
em pesquisas futuras, pois, permitiu tirar conclusdes a respeito da sintese dos compostos
produzidos por cianobactérias. Com isto, as ferramentas OMIC mostraram ser eficazes para
o desenvolvimento deste estudo, fornecendo uma abordagem detalhada na procura destes
compostos. Cada etapa foi essencial, pois, possibilitou a identificacdo dos BGCs e a analise
dos compostos produzidos, o que foi fundamental para a obtencdo de resultados robustos e
confidveis.

Com base na analise genémica, observou-se uma semelhanca entre os genes das estirpes
Aphanizomenonaceae BACA0025, BACAO0031, BACAO0109, Pseudoaliinostoc sp.
BACAO0057, Neowestiellopsis persica BACAOQ089, Purpureonostoc sp. BACAQ751 e
Dulcicalothrixsp. BACA0344 e os BGCs descritos na literatura, sugerindo que estas estirpes
podem ser capazes de produzir Aps.

Apesar de ndo se ter encontrado compostos com atividade anticoagulante como
desejado por HR-ESI-LC-MS/MS, nem inibicao significativa de TAFIa nos extratos, este
estudo mostrou que as estirpes Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 e Purpureonostoc sp.
BACAO0751 podem ser putativamente produtoras de Mp 1120, que a estirpe
Aphanizomenonaceae BACAQ0025 é putativamente produtora Ap T e que a Tolypothrix cf.
helicophila BACA0056 mostrou-se como sendo possivel produtora de Mv A.

Embora as estirpes selecionadas ndo exibam aparentemente atividades anticoagulantes
verificou-se a produgdo de compostos com atividade interessante como a Mv A e a Vc. A
Mv A é um composto igualmente importante para a saude, apesar de nio ser eficaz no
tratamento de tromboses, poderd ser implementada no uso de cosméticos contra a
hiperpigmentacdo (Masum et a/, 2019; Briganti et al., 2003) e, dada a atividade da tirosina
na melanogénese, possivelmente, no tratamento contra o cancro da pele (Saud ez aZ, 2022).
A Vc também possui varias atividades relacionadas com a saide, ao nivel da insulina, de
patologias gastricas e na proliferacdo de células endoteliais (Lei et al, 2019; Sun et al, 2021;
Jia & Liu, 2022; Xie et al, 2015). Assim, apesar de ndo estar diretamente relacionada com a
atividade anticoagulante pode de algum modo influenciar indiretamente casos de
coagulacdo (Xie et al, 2015; Bing er al, 2024). Estes resultados novos e inesperados sdo
igualmente importantes para a ciéncia.

Como ja havia sido mencionado, a Ap T foi identificada apenas uma vez por Kodani et
al. (1999) num bloom no lago Teganuma (Japao), ndo havendo disponivel dados referentes
ao taxa responsavel pela sintese deste composto. De acordo com os resultados obtidos neste

trabalho, a estirpe Aphanizomenonaceae BACA(0025 é putativamente produtora deste
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composto. Apesar de esta estirpe ndo estar classificada quando ao género, o facto de se ter
conhecimento de que pertence a familia Aphanizomenonaceae é um ponto de partida para
desencadear novos estudos que visem aprofundar o conhecimento sobre os géneros
produtores deste composto e as suas potenciais atividades. Além disto, ampliou-se o leque
de compostos produzidos por esta familia, que anteriormente resumia-se apenas as Ap L e ]
(Murakami et a/, 2000).

As estirpes Purpureonostoc sp. BACAO0751 e Pseudoaliinostoc sp. BACA0057
aparentam ter capacidade de produzir Mp 1120, que, até entdo, estava limitada ao género
Microcystis (Okino et al., 1993; Harada, 2004; Nishizawa et a/, 2011). Embora estas estirpes
ndo tenham apresentado resultados positivos na cromatografia em relacdo as Mvs, o seu
clusterbiossintético apresentou semelhancas com os de referéncia, o que sugere que possam
ser potenciais produtoras de Mv, assim como de Mp.

O resultado da estirpe Tolypothrix cf. helicophila BACA0056 também foi inesperado,
uma vez que o género 7olypothrix ndo se encontra descrito na bibliografia como produtor
de Mv. O mesmo se aplica a V¢, identificada nas estirpes Aphanizomenonaceae BACA0025
e Aphanizomenonaceae BACAQ031, pois ndo se esperava o surgimento deste composto.
Além disso, como mencionado anteriormente, ndo foram encontrados estudos que
indicassem a producdo de Vc por cianobactérias ou outro organismo, exceto pela Vaccaria
segetalis, sendo estes dados relevantes para fortalecer o conhecimento a respeito destes

microrganismos e dos seus compostos.

5.2 Perspetivas futuras

Inicialmente, o estudo consistia na pesquisa de estirpes produtoras de Aps e na sua
atividade antitrombdtica. Contudo, apds a analise dos resultados obtidos no AntiSMAH,
verificou-se a produgdo de outros compostos com atividade anticoagulante, tendo sido
relevante a sua incorporagdo neste trabalho. Esta alteracdo explica a razdo pela qual ndo
foram selecionadas estirpes referentes a outros géneros produtores de Mvs e Mps, como
Anabaena, Nodularia e Microcystis, aquando da selecdo das estirpes. Assim, em futuras
pesquisas seria interessante confirmar se as estirpes pertencentes a estes géneros produzem
Mvs e/ou Mps.

Verificaram-se algumas discrepancias obtidas entre os dados da andlise gendmica e da
andlise metaboldmica. Esta diferenca podera estar relacionada com a inativagdo dos BGCs,
isto é, mesmo estando presente, ele pode ndo estar a ser expresso devido as condig¢Ges
ambientais em que a estirpe foi analisada, sendo necessdrias outras condigdes (e.g. stress)
para ativar estes genes (Klodawska et al, 2019; Sun er al, 2022). Deste modo, seria

interessante um estudo no qual se efetuasse alteragdes ao nivel das condi¢des de producao
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para verificar se alguma condicdo é responsavel por induzir a sintese dos compostos de
interesse.

Um dos fatores que também podera implicar o enviesamento dos resultados é o facto
da extracdo dos compostos ter sido feita apenas da biomassa das estirpes, tendo sido
descartado o meio onde estas se encontravam. O exometaboloma, consiste no conjunto de
metabolitos secunddrios excretados que passam a estar no meio de producdo (Wienhausen,
et al, 2017). Uma vez que neste trabalho se analisou apenas a biomassa, alguns compostos
poderdo ter sido eliminados no processamento da biomassa, ndo tendo sido avaliados.
Assim, no futuro seria relevante fazer a pesquisa dos compostos ndo apenas na biomassa,
como também no exometaboloma.

Considerando a diversidade taxondmica das estirpes presentes na colecio do BACA
podera ainda existir muitos compostos por identificar nestas estirpes, podendo estes estarem
associados a diversas aplicabilidades na satide publica. Assim, é essencial continuar esta
procura na tentativa de aumentar o conhecimento a respeito destes microrganismos e da
atividade dos seus compostos. Deste modo, estd-se a contribuir para o aumento do leque de

metabolitos secundarios com atividades revelantes para a sintese de farmacos.
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Anexo |

Arvore filogenética da regido do 16S rRNA (1062 OTUs, 1393bp). Estio destacadas a negrito as
estirpes em estudo. Os valores da maxima verossimilhanca encontram-se apresentados a frente dos
nodes (>95%).

Azorothrix ramosa BACADD66 (MT176722)
Azorothrix ramosa BACADD93 (OMB91458)
Azorothrix ramosa BACADD43 (MT176712)
Azorothrix ramosc BACA0147 (OMB91459)
Azorothrix ramosa BACA0028 (MT176706)
Azorothrix ramosa BACA0098 (OL847350)
Azorothrix ramosa BACAD441 (OL847351)
Hassallia anterctica CCALA (FR822752)
Hassallia antarctica CCALA (FR822753)
Tolypothrix sp. BACAO515 (OM732243)
Hassallia byssoidea VB512170 (JTCM01000011)
40TUs (e.g. Kryptousia spp.)
6 OTUs (e.g. Tolypothrix spp.; Dactylothamnos spp.}
Kryptousia macronema CENA336 (KY508609)
Kryptousia macronema CENA338 (KY508610)
11 OTUs (e.g. Hassalia spp.; Tolypothrix spp.)
Coleadesmium wrangelii (AF334701)
Coleodesmium wrangelii (AF334703)
Dulcicalothrix sp. BACADOE0 (PPB47231)
Dulcicalothrix sp. BACAQ070
Dulcicalothrix sp. BACA0080 (PP847237)
Dulcicalothrix sp. BACA0442 (PP847277)
Calothrix thermalis TAU-MAC 1117 (OL310610)
Dulcicalothrix parietina SRS-BG14 (AF334695)
Dulcicalothrix desertica PCC 7102 (KM019960)
. sp. BACAD344 (PP847265)
L Dulcicalothrix sp. BACAO707 (PP847295)
Dulcicalothrix necridiiformans V13 (KY863521)
ga| Colothrix sp. NIES-4101 (AP018280)
100 Calothrix sp. BACADDO4 (MT176687)
Rivularia sp. BACAQO83 (MT176732)
Calothrix sp. BACAD345 (PP847266)
Calothrix sp. BACAQ426 (PP847263)

Microchaete bulbosa BACAD111 (MT176741)
Microchaete bulbosa BACAQ777 (PP795341)
Microchaete bulbosa BACAO779 (PP795343)
Microchaete bulbosa BACA0138 (PP847259)
Microchaete bulbosa BACAQ139 (PP847260)
Sherwoodiella mauiensis HA4860-CV1 (KT336444)
4 OTUs (e.g. Fullbrightiella spp.)
Macrachaete lichenoides SAG 32.92 (KU559619)
Macrochaete santannae CCALA 1093 (KT336441)
Macrochaete psychrophila CCALA 32 (KT336439)
4 OTUs (e.g. Heteroscytonema spp.)
00| SPirirestis rofaelensis (AF334690)
100 Spirirestis rafaelensis (AF334692)
Spirirestis rafaelensis WJT-71-NPBG6 (JQ083655)
Tolypothrix sp. BACADOS6 (PP795297)
40TUS (e g. Godleya spp.; Toxopsis spp.)
Nostoc sp. BACAQA37
Coleaspermum sp. BACADS26 (PP795315)
Nostoc sp. BACAD091 (MT176734)
Pseudoaliinostoc soli ZH1 3 (MH497065)
Pseudoaliinostoc yunnanense CHAB5871 (MW829374)
Pseudoaliinostoc sejongens ACKU 594 (MT000689)
100 | Pseudoaliinostoc sp. BACADO57 (MT176718)
Pseudoaliinostoc sp. BACADO68 (MT176724)
Pseudoaliinostoc constrictum SA30 (MK503793)
Pseudoaliinostoc fiangxiense CHAB5870 (MW829373)
Pseudoaliinostoc tiworii LI PS (MH497064)
Pseudoaliinostoc sp. BACADDE3 (0Q540721)
8 OTUs (e.g. Nostoc spp.)
3 OTUS (e.g. Nostoc spp.)
Phormidium sp. BACAD113 (OM732223)
Microchaetaceae BACAQ133 (PP847256)
Microchaetaceae BACAD124 (PPB47249)
Microchaetaceae BACA0119 (MT176745)
Microchaetaceae BACAO120 (PP847247)
Microchaetaceae BACAO137
Microchaetaceae BACAOL10 (MT176764)
—-c:::] 200TUs (e.g. ia spp.; Chrysosporum spp.; Anat spp.)
Aliinostoc sp. BACA0035 (MT176709)
10l Aliinostoc sp. BACAD435 (0Q540723)
Aliinostoc sp. BACAD490 (0Q540724)
Aliinostoc magnakinetifex SA18 (MK503791)
Alifnostoc vietnamicum VP225 (ON133560)
Aliinostoc catenatum SA24 (MK503792)
Aliinostoc olkaliphilum CENA513 (KX458483)
Aliinostoc sp. BACA0355 (0Q540722)
heplasticum NOS (K )
Aliinostoc bakau USMNA (MH182619)
100 Purpureonostoc tibecum CHABS880 (MN381942)
Purpureonostoc tibecum CHABS880 (MN381943)

100

Purpureonostoc sp. BACA0751 (0Q540725)

Cyanocohniella crotaloides P) 545 (MN243143)

Cyanocohniella hyphalmyra TAU-MAC 3117 (OL310605)
Cyanocaohniella rudolphia SY-1-2-Y (MTS46558)

Cyanocohniella calide CCALA 1049 (KJ737427)

Halotia branconii CENA392 (KJ843312)
100) C Halotia longispora CENA420 (K)843313)
Halotia wernerae CENA391 (K)843311)

85 OTUs (Shaerospermopsis spp; Cuspidothrix spp.; Aphanizomenon spp.)

g_,.l_ﬁal'mer apudmare HA4340-LM2 (KF417425)
Goleter apudmare HA4356-MV2 (IN385289) |
21 OTUs (Nostoc spp.; Desikacharya spp.)

Nastoc sp. BACADO13 (MT176693)

Nostoc sp. BACAD429 (PP795309)

Fortiea coimbrae ACOI 2161 (HE797731)

Fortiea contorta PCC 7126 (KB235930)

13 OTUs (Cylindraspermum spp.)




Scytonematopsis sp. BACAD020 (MT176698)

Scytonematopsis sp. BACAO032 (PP847221)

Scytonematopsis sp. BACAOO73 (PP847235)

Scytonematopsis sp. BACAQ100 (PP847241)

Scytonematopsis sp. BACA0449 (OM732242)
Scytonematopsis contorta HA4267-MV1 (HQ847558)
Scytonematopsis contorta HA4292-Mv4 (HQ847561)

Seytonematopsis sp. BACAOOQS (MT176688)

8 OTUs (e.g. Microchaete tenera; Aulosira bohemensis)

8 QTUs (e.g. Coleospermum spp.)

Lc:__—j_j 6 OTUs (e.g. Komarekiella spp.; Parakomarekiella spp.)

11 QTUs {e.g. Desmonostoc spp.; Fortiea spp.)

100

1001 Aphanizomenonaceae BACAD025 (MT176703.2)

BACA0109 (PP795300.1}
| Aphanizomenonaceae BACAD031 (MW776414.2)

100

A bl

rini is MEGS8-PS (00690030}

Nostoc sp. BACAQ452 (PP847278.1)

15 OTUs (e.g. Dendronalium spp.; Amazonocrinis spp.; Ahomia spp.)
7 OTUs (e.g. Camptylonemopsis spp.; Fortiea spp.)

32 OTUs (e.g. Roholtiella spp.; Johanseniella spp.; Mojavia spp.)
Rivulariaceae BACA0438 (PP847274.1)

7 OTUs (e.g. Atlanticothrix silvestris)

o5 Johanseniella sp. CENA33 (AY218831)
98| Johanseniella tripurensis URH-6-PS (ON155823)
o5 Johanseniella sp. A1345

100 | Johanseniella sp. HA4236-MV2 (HQ847578)

Johanseniella sp. HA4236-MV2 (IN385290)
—<::| 6 OTUs (e.g. Cronbergia spp.; Neocylindrospermum spp.)

98| Hapalosiphon sp. BACA0114 (MT176743.2)

Hapalosiphon sp. BACA0130 (OM732226.1)
Hapalosiphon sp. BACA0135 (PP847258.1)
Hapalosiphon sp. BACA0150 (MT176751.2)
Hapalosiphon sp. BACAQ118 (PP847246.1)

Fischerella indica CALU 987 (EU116033)
Fischerella sp. CENA19 (AY039703)
Westiellopsis prolifica SAG 23.96 (AJ544087)

Westiellopsis sp. Ar73 (DQ786168)
Westiellopsis akinetica SNS 3 (MN402498)

Hapalosiphon delicatulus (AB093484)

Hapalosiphon welwitschii UH 1C-52-3 (K1767019)

Neowestiellopsis bilateralis SA16 (MFO66911)
Neowestiellopsis persica SA33 (MF066912)
Neowestiellopsis sp. BACAO089 (OM732222)

5 OTUs (e.g. Pelatocladus spp.; Nostochopsis spp.)

4 0TUs (e.g. Nostochopsis spp.; Reptodigitus spp.)

Mastigocladus laminosus BACAO121 (PP847248.1)

Mastigocladus laminosus BACA0128 (PP847252.1)

Mastigocladus laminosus BACAD132 (PP847255.1)

Mastigocladus laminosus BACA0143

Mastigocladus laminosus BACAD122 (PP795301.1)

Mastigocladus Jaminosus Greenland 8 (DQ431003)
Mastigocladus laminosus SAG 4.84 (EU116035)

Mastigocladus laminosus BACA0125 (PP847250.1)

Coleospermum sp. BACAD117 (MT176744.2)

Mastigocladus ambikapurensis TA-9 (MN966421)

Mastigoctadus laminosus Kovacik 1987/7B (EU116034)

Calothrix sp. CCAP 1410 14 (HF678500)

Rivularaceae BACAQO72 (PP847234.1)

Rivularaceae BACAO047 (MT176714.2)

Rivularaceae BACAD006 (OM732218)

Rivularaceae BACAQ242 (MT176758)

Calothrix sp. 336 (CP011382)

8 OTUs (e.g. Chlorogloeopsis spp.)

4 0TUs (e.g. Geitleria spp.; Iningainema spp.)

22 OTUs (e.g. Nunduva spp.; Kyrtuthrix spp.; Rivularia spp.)
Str lutescens (KI566946)

43 OTUs (e.g. Brasilonema spp.; Scytinema spp.)
Chakia ciliosa 3 (KC875343)

Chakia ciliosa 8 (KC875345)

‘<:| 6 OTUs (e.g. Aliterella spp.; Sinocapsa spp.)

7 OTUs (Crinalium spp.; Cyanothece spp.)

J 73 OTUs (e.g. Limnococcus spp.; Chroococcus spp.; Inacoceus spp.)
13 OTUs (e.g. Gloeothece spp.; Microcystis spp.)
97; Microcystis aeruginosa strain NIES-843 (NR_074314)
100 Microcystis aeruginosa BACA0148 (MT176750.2)
- Sphaerocavum brasiliense CCIBt3094 (KY460548)
,_ 97L Microcystis flos-aquae BACAQ230 (MT176756.2)
Pannus brasiliensis CCIBt3594 (KF668649.1)
|— Eucapsis minor SAG 14.99 (KM019991.1)
Alborzia kermanshahica 52 (MW599253)
Chalicogloea sp. BACA0589 (OM732250)
Chalicogloea cavernicola CCALA 975 (JQ967037)
Chalicogloea sp. BACAOE26 (PP847290.1)
Cyanoarbor violascens C2 (KU318401)
Pleurocapsa concharum VP3-02b (FR798929.1)
Pleurocapsa sp. PCC 7327 (NC_019689)
10 OTUs (e.g. Zehria spp.; Aphanothece spp.)

96

100

19 OTUs (e.g. Capilliphycus spp.; Planktothrix spp.)

Pseudocalidococcus azoricus BACAO446 (OM732241)
Pseudocalidococeus azoricus BACA0444 (OM732240)
Pseudocalidococcus azoricus BACAO781 (OR725120.1)
Pseudocalidococcus azoricus BACA0433 (OM732237)
Thermosynechocaccus vestitus CCALA 187 (MK907679.1)
Thermosynechocaccus vestitus WFW (KC621876)

Laspinema lumbricale UTCC 476 (AF218375.1)

Laspinema thermale HK S5 (MF360991.1)

Perforafilum tunnelli PZ1 (MK214466.1)

i
Oxynema thai CCALA 960 (JF729323.1)
5 QTUs (e.g. Sodalinema spp.)
4 0TUs (e.g. spR.; P icoides spp.)

13 OTUs (e.g. Vermifilum spp.; Leptochromothrix spp.)




96

Microcoleus anatoxicus TAU-MAC 3918 (OL310637)
Tychonema tenue SAG 4.82 (GQ324973.1)
Tychonema bourrellyi NIVA-CYA 96-1 (LM651416.1)
Tychonema bourrellyi CCAP 1459/11B (AB045897)
Tychonema sp. BACAQG06 (PP795323.1)
Tychonema sp. BACA0794 (PP795346.1)
Tychonema sp. BACA0S575 (PP795319.1)
Tychonema sp. BACAOS70 (PP847286.1)
Tychonema sp. BACAO454 (PP795311.1)
Microcoleus vaginatus BACA0591 (PP795321.1)
Microcoleus vaginatus KT20 (MK861881.1)
Microcoleus vaginatus PCC 9802 (AF284803)
Microcoleus vaginatus T28 (MK861882.1)
Microcoleus vaginatus CCALA 143 (JQ712631.1)
Micracoleus sp. BACAO632 (OM732257)
Microcoleus sp. BACAOG33 (PP795326.1)
Microcoleus vaginatus CCALA 152 (KC633969)
Tychonema sp. BACA0106 (MT176739.2)

Kamptonema sp. BACAD455 (PP795312.1)
Kamptonema sp. BACA0599 (PP847287.1)
Kamptonema sp. BACA0643 (PP847291.1)
Kamptonema sp. BACAD671 (PP795334.1)
Kamptonema sp. BACA0649 (PP795328.1)
Kamptonema sp. BACAD694 (PP795337.1)
Kamptonema animale CCALA 139 (KP221931.1)
Kamptonema animale SAG 1459-6 (EF654087.1)

100

Kamptonema sp. BACAD0O7 (MT176689.2)

Microc BACA0574 (PP795318.1)

A UPOC 64/2013 (KM491928)

100

8 OTUs (e.g. Moorea spp.; Coleofasciculus spp.)

Coleofasciculus chthonoplastes SAG 2209 (EF654055)

Coleofasciculus chthonaplastes WIS (EF654049.1)
Karukerafilurm mangrovensis PMC 1050,18 (MN823169.1)
35 OTUs (e.g. Wilmottia spp.; Arizonema spp.}

Kastovskya adunca ATA3-4Q-CV17 (KF312342.1)
Kastovskya adunca ATA3-5Q-LB05 (KF312341.1)

Desertifilum salkalinema CHAB7200 (KR269853.1)
Desertifilum tharense UAM-C-S02-Churince (MK424816)
Desertifilum sp. BACAO127 (OM732225)

Desertifilum sp. IPPAS B-1220 (KU556389.1)
Desertifilum dzianense PMC 909.15 (MF579907)

Ancylothrix rivularis 9PC (KT819198)
Ancylothrix terrestris 13PC (K7819202.1)
Klisinema persicum SHAFA 510 (MF348324.1)

Klisinema persicum SHAFA 510 (MF348325.1)
5 OTUs (e.g. Hillbrichtia spp.; Oscillatoria princeps)
Porphyresiphon annuiatus FBCC-A1260 (MW880693)
Porphyrosiphon annulatus NNIBR FBCC-A1260 (MW880693)
Parphyrosiphon notarisii ACTE93 (MK247998)
M elis phila CATCBS (MT311247)

4 OTUs (e.g. Funiculus spp.; Konicacronema spp.)
13 OTUs (e.g. Gloeo is spp.; Chre
17 OTUs (e.g. Argonema spp.; Potamosiphon spp.)

Is spp.)

Parifilum solicrustae SON57 (MT664820)

6 OTUs (e.g. Microcaleusiopsis spp.; Arthrospira spp.)

15 OTUs (e.g. Olisthonema spp.; Anagostidinema spp.)

4 OTUs (e.g. Cyanosarcina spp.; Jacksonvillea spp.)

14 OTUs (e.g. Leptolyngbya spp.; Monilinema spp.)

Leptolyngbya tildenae YNP77-MA3 (OR259138.1)
Leptolyngbya vaporiphila YNPE9B-MA2 (OR259132)

Plectolyngbya koreana FBCC-A1478 (OK382087)
Plectolyngbya sp. WIT66-NPBG17 (K1939022.1)

100

Radiculonema aquaticum BACA0731 (NR_189236.1)

Plectolyngbya terrestris FBCC-A1479 (K382086)

4 OTUs (e.g. Plectolyngbya spp.)

Myxacorys californica WIT36-NPBG1 (KJ939052.1)
Myxacorys chilensis ATA2-1-K014 (KJ939079.1)
Myxacorys almedinensis SWC5A (MK927052.1)
Pseudophormidium americanum KT1 (MK861904.1)

8 OTUs (e.g. Copelandiella spp.; Khargia spp.)

50TUs (e.g. Alkalinema spp.)
Leptolyngbya sp. BACAD262 (PP795304.1)
5 OTUs (e.g. Phormidesmis spp.)

10 OTUs (e.g. Leptodesmis spp.)

Leptolyngbya sp. BACAO112 (MT176742)
Leptolyngbya granulifera BACAQ123 (OM732224)

100

Arthronema africanum SAG 12.89 (KM019974)

Chamaethrix vaginata F12/109 (MF133444.1)
Onodrimia javanensis 28 (MG000961.1)
Onodrimia jovanensis 30 (MG000962.1)
Chroakelemma opaca strain 708 (MFG685888.1)
Chroakolemma pellucida strain 716 (MF685890.1)

Kovacikia minuta CCNUW1 (MN544285)

Kovacikia minuta strain CCNUOOO1 (NR_176592)
Kovacikia muscicola HA7619-LM3 (KU161670.1)

100 yovacikia atmophytica BACA0619 (OM732256)

Kovacikia anagnostidisii YS86-RH1 (NR_189703.1)
8 0TUs (e.g. P spp.; Sc
Stenomitos nagquensis CSML-FO35 (0Q175012.1)
Stenomitos tremulus (AF218371.1)
Stenomitos sp. BACA0054 (MT176717)
Stenomitos hiloensis HA6792-KK (MN152980.1)
Stenomitos sp. BACAO646 (PP795327.1)
Stenomitos sp. BACAD708 (OP508343.1)
r Stenomitos kolaensis Pasv RS28 (KU175690.1)
itos pantisii TAU-MAC 4318 (OL310663)
Stenomitos rutilans HA7619-LM2 (KF417430.1)
Stenomitos sp. BACAD618 (OM732255)
5 OTUs (e.g. Stenomitos spp.)

spp.)




Leptolyngbya sp. BACAO721 (PP847297.1)

‘ 100 Pseudanabaena sp. BACAO657 (PP795330.1)
Neosynechococcus sphagnicola syl strain (NZ_JJMLO1000087.1)

Leptolyngbya sp. BACAD142 (MT176748.2)
Leptolyngbya sp. BACAO778 (PP795342.1)
21 OTUs (e.g. Albertania spp.; Trichotorguatus spp.)
Leptolyngbya sp. BACAO271
7 OTUs (e.g. Thermoleptolyngbya spp.; Kaiparowitsia implicata)
Timaviella karstica GR13 (LT634150)

Timaviella obliquedivisa GSE-PSE-MK23-08B (KY078772.1)
Timavielia edaphica strain KZ-7-1-2 (NR_177050)
Timaviella radians GSE-UNK-O7R (KY078773.1)
6 OTUs (e.g. Tildeniella spp.)

Komarkovaea angustata EY01-AM2 (KY078775.1)
Komarko iopsis thermale (OR015857.1)

4 OTUs (e.g. Shackletoniella spp.)

Schizothrix arenaria HA4233-MV5 (JN385286.1)

7 OTUs (e.g. Oculatella spp.)

Aerofilum fasciculatum AP3b (MT310718)
Toxifilum mysidocida MYSIDO1 (KX375342.1)

9—7—<::| 6 OTUs (e.g. Pinocchia spp.; Venetifunis spp.)

16 OTUs (Trichocoleus spp.; Limnothrix spp.)

Altericista lacusladogae CALU 1127 (MT463166)

Altericista lacusladogae CALU 1174 (MT463168)

Altericista variichlora CALU 1173 (MT463167)

Aitericista violacea CALU 1077 (MT463165)

Cyanobium sp. BACAO770 (PP795340.1)

Cyanobium gracile PCC 6307 (NR_114406.1)

3| Cyanobium sp. BACAOOES (OP858700.1)

Cyanobium gracile PCC 6904 (AF216944)

Cyanobium sp. BACA0399 (OM732235)

I— Cyanobium sp. BACA0075 (MT176726.2)

100/ Cyanobium sp. BACAOG83 (OP858707.1)

Cyanobium sp. BACA0OD76 (MT176727.2)

Cyanobium sp. BACA0432 (OP858706.2)

Cyanobium sp. BACA0420 (OP858704.1)

Cyanobium sp. BACA0421 (OP858705.1)

Cyanobium sp. BACAO275 (OP858701.1)

Cyanobium cf. plancticum BACA0350 (OP942436.1)
Cyanobium sp. BACAQ340 (OP858702.1)

-I Cyanobium sp. BACAD419 (OP858703.1)

Cyanobium sp. BACAD223 (OM732229)

Anathece clathrata M10D5 (AM710380)

Anathece sp. BACAD224 (MT176754)

Anathece sp. NV NR1 (AM710351)

Anathece sp. 27STR (AM710383)

Prochlorococcaceae BACAD019 (OM732219)

Prochlorococcaceae BACAD588 (OM732249)

Cifmarium marinum LEGE 11466 (KU951807.1)

Ciimarium sp. BACA0800 (PP795347.1)

100 Synechococcus elongatus PCC 6301 (NR_074309.1)
Synechococcus elongatus PCC 7942 (AF132930)

100 Lagosinema tenufs NGPC151 (MH295769.1)
97 E Persinema komarekii TM 51 (MF348314.1)
Petrachloros mirabilis ULC683 (MW172408)
Planktolyngbya cf. limnetica BACAOO71 (MT176725.2)
22 OTUs (e.g. Nodosilinea spp.; Haloleptalyngbya spp)

Marileptolyngbya sina SCSIO T-2 (KP869000.2)
| Prochlorothrix hollandica (AF132792.1)

97

100

L prochlorothrix hollandica (A)007907)
Leptothoe sithoniana TAU-MAC 0915 (KY744809)
Leptothae spongobia TAU-MAC 1115 (KY744811.1)
Leptothoe spongobia TAU-MAC 1015 (KY744810)

Leptothoe sp. BACADG37 (OM732258)
Leptothoe kymatousa TAU-MAC 1215 (KY744812)
Rhodopioca sovonenia TAU-MAC 1815 (MN833627.1)
Salileptolyngbya insularis ALCB 132760 (MW024863.1)
Salileptolyngbya sp. BACA0O348 (PP795307)
Salifeptolyngbya diazotrophicum SCSIO 43686 (MF614799.1)
Euryhalinema mangrovii APSF (MK402979.1)
Euryhalinema pallustris AP3 (MT310717.2)

Leptoel literalis AP25 (MK402980.1)

Almyronema epifaneia S1 (OP740688.1)
Halomicronema sp. SCyano40 (DQO58890)
Halomicronema sp. 5Cyano39 (DQO58860)
Halomicronema excentricum TFEP1 (AF320093)

Leptolyngbya sp. BACAO617 (OM732254)

Leptolyngbya sp. BACA0638 (OM732259)
Leptolyngbya sp. BACAO710 (OM732261)
Synechococcales LEGE 06116 (KU951867)
Cymatolege isodiametrica TAU-MAC 1715 (MN833626.1)
Cymatolege spiroidea TAU-MAC 1315 (KY744813.1)
Romeria aff. gracifis LEGE 07310 (HM217057.1)
Amazoninema brasiliense CMAA1609 (MF002133.1)

—-{] 7 OTUs (e.g. Thainema spp.; Acaryochloris spp.)

Pseudoacaryochloris sahariense MARGS (MZ677374)
Pseudoacaryochloris sahariense MARG6 (MZ677375)

99 {] 27 OTUs (e.g. Pseudanabaena spp.; Limnothrix spp.)

100 Tumidithri) BACAD141 (NR_189176.1)

P

Thalassoporum komareki TAU-MAC 1515 (MN833625.1)
Thermostichus sp. TS91 (AY884060)

100
4,—|ji'hermnsrichus vulcanus Rupite (MG207960.1)
Gloeomargarita lithophora D10 (JQ733894.1)

100 — Aegeococcus anagnostidisi TAU-MAC 0715 (KY744807)

- Aegeococi
Gloeobacter violaceus PCC 8105 (AF132791)

cus thureti TAU-MAC 2015 (MN833629.1)

0.06

29 OTUs (e.g. Siamcapillus spp.; Pegethrix spp.)

12 OTUs (e.g. Prochloracoccus spp.; Parasynechococcus spp.)



Anexo |l

Protocolo de extracao de DNA fornecido pelo fabricante.

Purification Procedure Using Spin Columns

Introduction

Materials Needed

Ny
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Before Starting

Binding DNA

The purification procedure is designed for purifying genomic DNA using a spin
column-based centrifugation procedure in a total time of 10-15 minutes.

Components supplied by the user

Lysates prepared as described on pages 16-21

Sterile, DNase-free 1.5-mL microcentrifuge tubes for elution
Microcentrifuge capable of centrifuging >10,000 x g

Optional: sterile water, pH 7.0-8.5, if you are using water for elution

Components supplied with the Kit

PureLink® Genomic Wash Buffers 1 and 2
PureLink® Genomic Elution Buffer
PureLink® Spin Columns in Collection Tubes
PureLink® Collection Tubes

Follow the recommendations below to obtain the best results:

Perform all centrifugation steps at room temperature

Review Elution Parameters on page 13 to determine the suitable elution
volume for your requirements

Perform a 1 minute incubation step with PureLink® Genomic Elution Buffer
Be sure to perform the recommended wash steps to obtain the best results

If you are using water for elution, always use sterile water, pH 7.0-8.5

Add 96-100% ethanol to PureLink® Genomic Wash Buffer 1 and PureLink®
Genomic Wash Buffer 2 according to instructions on each label. Mix well. Mark
on the labels that ethanol is added. Store both wash buffers with ethanol at room
temperature.

—_

Remove a PureLink® Spin Column in a Collection Tube from the package.

Add the lysate (~640 uL) prepared with PureLink® Genomic Lysis/Binding
Buffer and ethanol to the PureLink® Spin Column.

Centrifuge the column at 10,000 x g for 1 minute at room temperature.

Note: If you are processing >200 pL starting material such as blood, buccal
swabs, or Oragene™ preserved saliva, you need to perform multiple loading
of the lysate by transferring any remaining lysate to the same PureLink® Spin
Column (above) and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

Discard the collection tube and place the spin column into a clean PureLink®
Collection Tube supplied with the kit.

Proceed to Washing DNA, page 24.




Purification Procedure Using Spin Columns, Continued

Washing DNA

Eluting DNA

Storing DNA

Add 500 uL Wash Buffer 1 prepared with ethanol (page 23) to the column.
Centrifuge column at room temperature at 10,000 x g for 1 minute.

Discard the collection tube and place the spin column into a clean PureLink®
collection tube supplied with the kit.

Add 500 uL Wash Buffer 2 prepared with ethanol (page 23) to the column.

Centrifuge the column at maximum speed for 3 minutes at room
temperature. Discard collection tube.

Proceed to Eluting DNA.

Place the spin column in a sterile 1.5-mL microcentrifuge tube.

Add 25-200 uL of PureLink® Genomic Elution Buffer to the column. See
Elution Parameters (page 13) to choose the suitable elution volume for your
needs.

Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column at

maximum speed for 1 minute at room temperature. The tube contains purified
genomic DNA.

To recover more DNA, perform a second elution step using the same elution
buffer volume as first elution in another sterile, 1.5-mL microcentrifuge tube.

Centrifuge the column at maximum speed for 1.5 minutes at room
temperature.

The tube contains purified DNA. Remove and discard the column.

Store the purified DNA at -20°C or use DNA for the desired downstream
application.

For long-term storage, store the purified DNA in PureLink® Genomic Elution
Buffer at —20°C as DNA stored in water is subject to acid hydrolysis.

To avoid repeated freezing and thawing of DNA, store the purified DNA at
4°C for immediate use or aliquot the DNA and store at -20°C for long-term
storage.

Vi



Anexo lll

Cédigos disponiveis no NCBI utilizados na base de dados do Bast2GO referentes aos
compostos em estudo.

Micropeptin K139
AB481215.1
Microviridinas
GBL09525.1 GBL12967.1
AM943877.1 GBL09519.1
GBL09524.1 GBL12966.1
GBL12969.1 AM943878.1
GBL09523.1 EU438895.1
GBL12968.1 NC_010628.1
GBL09520.1
Anabaenopeptinas
GU174493.1 KOV53810.1 AFEJ86342.1 AQY61081.1
CAC5344904.1 AFW93812.1 AFW93814.1 AQY61512.1
MT670293.1 OXM59343.1 AQY60704.1 AQY61513.1
EF672686.1 P7G52807.1 AQY61080.1 ABV79989.1
ABV79985.1 QES44573.1 AQY61510.1 AQY60706.1
AQY60702.1 ABV79986.1 AQY61511.1 AQY61082.1
AQY61078.1 AFW93813.1 ABV79988.1 CP001037.1
AFW93811.1 AQY60703.1 AE]86343.1
KOV07829.1 AQY61079.1 AFW93815.1
KOV35752.1 ABV79987.1 AQY60705.1
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Anexo IV

#d ImmBioMed GmbH & Co.KG

Bergstr. 85, DE-64319 Pfungstadt, Germany
Phone: +49 6157 9799 885 Fax: +40 6157 85443

IMMBIOMED
TAFI Activity Assay

Product no. ADGE71

Storage: 2-8°C For Research Use Only!

PRODUCT INSERT ENGLISH

INTENDED USE

The TAFI Activity assay is a plasma based chromogenic assay for the
determination of Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) enzyme
aclivity.

INTRODUCTION

TAFI {Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor) is a proenzyme similar to

carboxypeptidase B and is activated to TAFla by thrombin and probably

plasmin [1,2]. Thrombomodulin accelerates TAF| activation about 1250

fimes. TAFla is an important inhibitor of fibrinolysis by cleaving C-terminal

lysine and arginine residues in the fibrin clot. Thereby the carboxy-terminal

plasminogen binding sites in the fibrin clot are degraded, plasminogen

activation by t-PA and in consequence fibrinolysis is most effectively

inhibited [3,4,5,6]. High levels of TAFla may be an indication for

thrombotic risk [7,8,9,10]. Properties of TAFI:

» Plasma conceniration: 4-15 pg/ml

» Molecular weight: 55 kDa (401 aa, glycoprotein containing zinc)

» Conversion to TAFla: by cleavage at Arg-92 to a 36 kDa peptide

» Mode of action of TAFla: basic carboxypeptidase, cleaves C-terminal
lysine and more specifi cally arginine residues. Inhibition of fibrinolysis
by removal of plasminogen binding sites in the fibrin clot.

o Stability of TAFIa: from several hours at 22 °C to 10 min at 37 *C by
conformational instability.

PRINCIPLE OF THE METHOD

The synthetic substrate is a substituted peptide mimetic consisting of an
amino-protected L-lysine connected with an L-arginine of which the a-
position of the side chain is a sulphur atom. It is degraded selectively and
irreversibly by TAFla producing a thiol derivative. This thiol reacts
chemically with the colourless Ellman's reagent (5,5-Dithio-bis-{2-
nitrobenzoic acid), DTNB) splitting off the yellow coloured 5-mercapto-2-
nitro-benzoic acid. The extinction measurable at the wavelength of 405 nm
at the end of the enzymatic reaction is directly proportional to the
concentration of TAF] activated by thrombin/thrombomodulin.

REAGENTS, PREPARATION AND USE

Reagent | Content
R1 Activator
2 vials, lyophilised
(to be reconstituted in 4.0 ml of deionized water}
R2 Start Reagent
2 vials; lyophilised
(to be reconstituted in 4.0 ml of Diluent R3)
R3 Diluent
2 vials, ready to use
(diluent for reconstitution of the Start Reagent R2)
CAL TAFI Calibrator (human plasma)
1 vial, lyophilised
(to be reconstituted in 1.0 ml of deionized water}
c1 TAFI Control 1 (human plasma)
1 vial, lyophilised
(to be reconstituted in 1.0 ml of deionized water)
c2 TAFI Control 2 (human plasma)
1 vial, lyophilised
(to be reconstituted in 1.0 ml of deionized water

Incubate reconstituted salutions R1 and R2 in closed vials for 10 min at
room temperature and swirl gently before use.

Protocolo do ensaio da atividade de TAFT fornecido pelo fabricante.

PRECAUTIONS

Each donor unit used in the preparation of human source reagent has
been tested for antibodies against HIV Type 1 and 2, Hepatitis C-Virus,
Treponema pallidum as well as Hepatitis B surface-antigen and Hepatitis
C-genome by PCR. The plasmas were found to be negative on the tested
parameters. However, since no test can completely rule out the presence
of blood borne diseases these control plasmas have to be handled as
potentially infectious material.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

0.9% sodium chloride

Calibrated pipettes (10-5000 ul)

Microtiter plates

Microtiter plate reader or automated or semi-automated coagulation
instruments which employ an optical detection channel.

Note: When using automated or semi-automated coagulation analyzers
refer always to manufacturer's operator manual.

STORAGE AND STABILITY

The test kit may be used up to the expiry date given on the label when
stored unopened at 2-8 °C.

Stability of the reagents after reconstitution:

Reagent | Content
R1 -20°C & month
2-8°C 4 weeks
15°C 48 h (on board)
20-25°C 8 h (on board)
R2 =20°C 6 month
2-8°C 4 weeks
15°C 48 h (on board)
20-25°C 8 h (on board)
CAL =20°C 6 months
20-25°C 8 h (on-board)
c1 -20°C 6 months
20-25°C 8 h (on-board)
c2 -20°C 6 months
20-25°C 8 h (on-board)

Frozen reagents should be thawed at room temperature and gently mixed
before use. Freeze only once.

BLOOD COLLECTION AND SAMPLE PREPARATION

The patient should be at rest for 10 min prior sampling. Collect venous
blood carefully in 104 mM sodium citrate (volume ratio 9+1). Gently mix
blood and anticoagulant directly aft er sampling, avoid foam formation.
Centrifuge immediately at no less than 2000x g for at least 20 min at room
temperature. Take care to avoid contaminations from the platelet layer into
plasma when the plasma is separated from the cells. Never use a
hemalytic plasma sample.

For storage freeze undiluted plasma rapidly at -70 °C in aliquots. Freeze
only once. Avoid repeated freezing and thawing cycles. Thawing should
be done rapidly in a 37 °C water bath. For more information see MCCLS
document H21-A2 [11].

MANUAL PROCEDURE

Reagents should be prepared as described above. Frozen samples
should rapidly be thawed at 37 °C in a standardized way ensuring
negligible loss of activity of labile coagulation factors and absence of
cryoprecipitate.

Preparation of calibrator

Reconstitute in 1.0 ml of deionized water, incubate in closed vials for 15
min at room temperature and swirl gently before use.

Prepare dilutions of calibrator plasma as follows:

Dilutions | Calibrator plasma (ul) | Deionized water (pl)
Dilution 1 0 100
Dilution 2 30 70

Dilution 3 70 30

Dilution 4 100 0

viii



TAFla activity of undiluted calibrator plasma is lot specific and given in the
attached cedificate. Calculate TAFla activity for each dilution.

Either by using a microfiter plate or an automated coagulation analyzer
run the test with each calibrator dilution obtained and create a calibration
curve by plotting % TAFIa activity values against delta mE per min values
obtained in the test.

Preparation of Controls
Reconstitute in 1.0 ml of deionized water, incubate in closed vials for 15
min at room temperature and swirl gently before use. After reconstitution
controls are ready to use.

Preparation of plasma samples

Dilute plasma sample 1:2 (one part plasma and one part of 0.9% sodium
chloride).

Only dilute plasma samples. Do not further dilute dilutions of calibration
plasma, and do not dilute controls.

Determination and calculation of TAFI activity:

1. Add 10 uL of plasma sample, calibrator dilution, or control to a
microwell.

2. Add 100 pL of R1 Activator

3. Incubate the plate for 3 minutes at 37 °C

4. Add 100 pL R2 Start Reagent

Start kinetic measurement at 405 nm. Monitor the rise in extinction over
5 min. Take the linear part of the curve and calculate the slope per minute
(AE/min). Calculate TAFIa activity by using the calibration curve. Use an
appropriate curve fit soft ware or calculate directly using the printed curve.
Consider always the dilution factor of the plasma sample.

Example for a typical calibration curve

100 +
g® .
=E- 80
w
5 .
° i
T 20
0
1] 20 40 80 20 100
TAF la activity (%)
AUTOMATED PROCEDURE

Adaptation protocols for automated coagulation analyzers are available.
Please contact American Diagnostica.

EXPECTED VALUES

The calibrator plasma is a pooled plasma obtained from normal healthy
donors. Calibrator and control plasmas were calibrated against the
Secondary Coagulation Standard (SSC/STH, Lot. 2). TAFIa activity (%) of
undiluted calibrator, controls 1 and 2 is lot specific and given in the
attached certificate.

Compare calculated % TAFla activities of controls 1 and 2 with certified
values. If values outside these ranges are obtained the test results are not
valid.

QUALITY CONTROLS

Calibrator and control plasma should be used for validation of the assay.
Ranges of expected TAF| activities are provided with each batch. If values
outside the specified range are obtained, a complete check of reagents
should be made and the analysis should be repeated. If the problems
persist, a complete instrument check should be considered. In case of
further issues please contact technical support for assistance.

SELECTIVITY

The substrate is selective for TAFla. Use of potato tube carboxypeptidase
inhibitor (PTCI) shows a selective inhibition of TAFla (12, 13), that can be
measured by TAF| Activity Kit. Carboxypeptidase N may also cleave the
substrate used. Without Thrombin/Thrombomodulin activation of TAFI an

activity of 2-4% was found. This negligible activity was probably caused
by Carboxypeptidase M activity.

REPRODUCIBILITY

In a series of 36 duplicate determinations on the same day the CV for the
microtiter plate assay was below 5%.

In a series of 20 measurements with two lots of reagent on the same day
CV for a fully automated coagulation analyzer was below 5% and between
two days below 7%.

LIMITATIONS AND INTERFERENCES

Up to now there are no known interferences. Different deficient plasmas
(FI, Fll, FV, FX, FVIII, Prot. S, Prot. C, ATIIl) and factor enriched plasmas
(ATIII, TERI, FVIII, Fibrinogen) were tested. They had no influence on the
test outcome. There is also no influence of Lupus anticoagulant antibodies
and hemolytic plasma.

The prescribed assay procedure allows the analysis of plasma from
anticoagulated patients at heparin levels < 8 Wml (UFH and LMWH).
Please note that the effect of Hirudin anticoagulation is not inhibited by
Polybrene.
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Anexo V

Quantidade e pureza do DNA extraido determinada por espetrofotometria.

Amostra c°"°e"trf;2‘l’ (HI/ML) | b reza 260/230 | Pureza 260/280
BACA0006 325 1,63 1,78
BACA0007 271 1,17 1,88
BACA0025 24,6 1,26 1,94
BACA0028 33,7 1,43 1,73
BACA0031 56,6 0,59 1,81
BACA0035 89,9 1,30 1,89
BACA0054 21,3 1,11 1,84
BACA0056 86,2 0,787 1,76
BACA0057 36,9 1,46 1,89
BACA0060 64,2 1,43 1,79
BACA0066 28,6 1,48 1,87
BACA0075 216 1,70 1,95
BACA0089 26,0 1,59 1,89
BACA0106 60,8 1,77 1,84
BACA0109 100,0 1,14 1,84
BACA0110 26,5 1,57 1,96
BACA0111 389 1,47 1,89
BACA0112 48,6 1,34 1,86
BACA0121 64,0 1,38 1,87
BACA0127 75,3 1,67 1,90
BACA0135 27,0 1,33 2,02
BACA0141 177 1,93 1,91
BACA0143 22,7 0,887 1,82
BACA0223 57,0 1,25 1,90
BACA0275 52,9 127 1,91
BACA0344 36,1 2,53 1,85
BACA0348 93,5 1,12 1,84
BACA0399 90,5 1,17 1,87
BACA0429 113 1,51 1,86
BACA0444 224,0 2,16 1,95
BACA0449 254 2,16 1,78
BACA0455 145,0 1,93 1,88
BACA0515 44,8 0,681 1,69
BACA0570 30,8 1,01 2,03
BACA0574 304 0,730 1,67
BACA0575 34,6 1,16 1,94
BACA0589 44,0 2,39 1,95
BACA0599 76,8 1,25 1,80
BACA0618 125,0 2,04 1,87
BACA0619 152,0 1,94 1,88
BACA0637 26,6 1,95 1,70
BACA0638 112 1,02 1,81
BACA0643 174 127 1,81
BACA0649 458 0,827 1,82
BACA0671 312 1,82 2,03
BACA0694 156,0 1,83 1,84
BACA0731 120,0 2,12 1,94
BACA0751 83,8 1,75 1,94
BACA0762 20,6 133 2,14
BACA0778 24,9 0,945 1,76
BACA0800 158 1,15 1,80




Anexo VI

Resultado da bioatividade trombética.
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Figura 1. Curva da cinética enzimdtica, Michaelis-Menten, referente a semelhanca das atividades dos
compostos das estirpes em estudo com a atividade da TAFIa. D1- 100% agua milli-Q; D2- 30% do calibrador;
D3- 70% do calibrador; D4- 100% do calibrador; C1- Controlo 1 (22.1; 21.2 - 22.9%) e C2- Controlo 2 (78.6;
73.5 — 83.6%).
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Anexo VII

Certificado de anadlise da atividade do calibrador e dos controlos.

IMMBIOMED

Certificate of Analysis
Product Name: TAFI Activity Assay
Product No.: ADGET1
Lot: 103a

Certified activity of calibrator
TAFla activity of undiluted calibrator plasma prepared according lo product insert

instructions:

Calibrator | Lot % TAFla activity

| Cal 140720-C 99.5

Certified activity of controls :
TAFIa activity of control plasmas prepared according to product insert instructions:

Control Lot % TAFla activity

c1 140720-1 | 221 (21.2-22.9)

c2 140720-2 | 786 (73.5-83.6)

Calibrater and Conirols measured on Bcs@ and ecsg XP (Behring Coagulation System)

Signed by

J!EFIGL L m‘mod' i _w

Date

Production and QA

ADGAT1-carticicate CakC1-02 ©Lot 103a

ImmBioMed Business Consullants GmbH & Co. KG » Bergstr. 85 « D-84318 Plungsiadt
Tel: +49 (0) 6157 - 9799 685 » email: info@immbiomed.de
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