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“A scientist in his laboratory is not a mere 
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Resumo 
 

As cianobactérias são microrganismos fotossintéticos capazes de produzir metabolitos 

com bioatividades relevantes para a saúde, incluindo propriedades anticoagulantes. 

Compostos como anabaenopeptinas (Aps), microviridinas (Mvs) e micropeptinas (Mps) 

demonstram efeitos antitrombóticos, com destaque para as Ap, que inibem o inibidor de 

fibrinólise ativado por Trombina na sua forma ativada (TAFIa). Neste estudo, utilizou-se 50 

estirpes do Banco de Algas e Cianobactérias dos Açores (BACA), para investigar o potencial 

de síntese de compostos anticoagulantes utilizando uma abordagem OMIC. Esta abordagem 

inclui a sequenciação do genoma (Illumina), a pesquisa de clusters de genes responsáveis 

pela biossíntese dos compostos de interesse (Gene Mining), identificação destes compostos 

por HR-ESI-LC-MS/MS e a realização de um ensaio de bioatividade trombótica, relativo à 

ação de TAFIa. Das 50 estirpes isoladas, sete demonstraram a capacidade de sintetizar os 

compostos de interesse, ainda que não tenham sido os análogos diretamente responsáveis 

pela atividade anticoagulante. Entre estas estirpes, as Aphanizomenonaceae BACA0025, 

Aphanizomenonaceae BACA0031, Aphanizomenonaceae BACA0109 e Dulcicalothrix sp.  

BACA0344 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 BACA0031. Em suma, apesar de não terem sido 

encontrados análogos com atividade anticoagulante, os compostos identificados revelaram 

outras bioatividades relevantes, tais como a inibição de tirosinase, a inibição de 

quimotripsina e a promoção da proliferação de células endoteliais. Além disso, surgiram 

também descobertas científicas igualmente significativas, nomeadamente no que diz 

respeito à produção de compostos por géneros cuja relação ainda não havia sido descrita. 

Embora não estejam diretamente relacionados com a coagulação, estes resultados podem 

representar um avanço promissor no desenvolvimento de fármacos de origem natural. 

 

 

Palavras-chave: TAFIa, Anabaenopeptinas, Microviridinas, Micropeptinas, Genómica, 

Metabolómica e HR-ESI-LC-MS/MS. 
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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 BACA0025, 

Aphanizomenonaceae BACA0031, Aphanizomenonaceae BACA0109 and Dulcicalothrix 

sp. BACA0344 were identified as putative producers of Ap, with Aphanizomenonaceae 

BACA0025 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. BACA0751 exhibited the capacity to produce Mp 

1120. A fourth compound, Vaccarin (Vc), possibly synthesised by Aphanizomenonaceae 

BACA0025 and Aphanizomenonaceae BACA0031, 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. Introdução 
 

1.1 Enquadramento e objetivos 
 

Nos últimos anos, as cianobactérias têm despertado uma atenção significativa graças às 

suas diversas aplicações biotecnológicas. Isto deve-se à descoberta de metabolitos 

secundários, produzidos por estes microrganismos, com atividades aplicáveis na agricultura, 

no meio ambiente, na alimentação e na saúde (Figura 1) (Zahra et al., 2020). 

Na agricultura, as cianobactérias são promissoras como biofertilizantes, dado que 

conseguem controlar a deficiência de azoto nas plantas, melhorar a retenção da água, 

promover o arejamento do solo, auxiliar no controlo de pragas e adicionar vitamina B12 ao 

meio (Chittora et al., 2020). No ramo ambiental, exibem uma ação de biorremediação, sendo 

utilizadas na descontaminação de ambientes terrestres e/ou marinhos (Sarmah & Rout, 

2020; Dubey et al., 2011). Para além disto, substituem recursos não-renováveis, já que a sua 

biomassa pode ser convertida em fontes de energia resultando em matéria-prima para a 

produção de biocombustíveis, como biohidrogénio, biodiesel e bioetanol, sendo uma opção 

natural e mais económica comparada a outros recursos (Sudhakar et al., 2019; Parmar et al., 

2011). 

 

 

Figura 1. Principais fatores responsáveis pelo crescimento de cianobactérias, e, consequentemente, pela 

produção de metabolitos secundários com diversas aplicabilidades. 
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Além disso, devido ao seu elevado teor proteico e vitamínico, 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 

proteínas, carboidratos, ácidos gordos poli-insaturados, fibras alimentares, vitamina B12 e 

compostos bioativos com vários benefícios para a saúde. Para além de serem uma fonte 

nutricional, devido à presença de vários pigmentos são também amplamente utilizadas 

como corantes alimentares de origem natural (Udayan et al., 2017; Miyamoto et al., 2006). 

Embora atualmente recebam muita atenção, as cianobactérias já eram utilizadas na 

medicina tradicional devido aos compostos que produzem e aos seus benefícios para a saúde 

humana. Um exemplo disto, é o consumo diário de Arthrospira pela tribo Kamemba, da 

Amazónia, que está epidemiologicamente associada a uma taxa reduzida de infeção pelo 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Teas et al., 2004). 

Após diversos estudos, verificou-se que estes microrganismos produzem metabolitos 

secundários com bioatividades relevantes para a saúde, tais como ação antimicrobiana 

(Rojas et al., 2020; Cepas et al., 2021; Frazzini et al., 2022), anticancerígena (El-Naggar et 

al., 2017; Cai et al., 2018), anti-inflamatória (Gómez et al., 2023; Costa et al., 2020) e 

antitrombótica (Shiels et 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 saúde para o desenvolvimento de novos fármacos (Rodríguez-

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 doença multicausal (Rosendaal, 

1999), a trombose está associada a várias patologias, como o cancro e as doenças 

inflamatórias, o que contribui para a sua complexidade e gravidade (Tichelaar et al., 2012; 

Giannotta et al., 2015). A trombose pode ser classificada em arterial ou venosa, consoante 

o calibre do vaso obstruído. Surgindo em diversos órgãos, incluindo o cérebro, coração, 

pulmões, ou em extremidades como braços e pernas (Olivera et al., 2021). Em situações mais 

severas esta obstrução poderá resultar na morte celular ou na necrose dos tecidos 

envolvidos, devido à má oxigenação ou à escassa nutrição dos mesmos (Hosoda & Orikasa, 

2022; Markwell et al., 2022).  

Diversos fatores de risco estão associados ao desenvolvimento de coágulos, como o sexo 

feminino, idade, etnia negra, histórico familiar de tromboembolia, tabagismo, obesidade, 

quimioterapia, cirurgias, entre outros (Wang & Carrier, 2023; Elyamany et al., 2014). Além 

destes fatores externos, as doenças hepáticas estão também ligadas ao risco de trombose, 

uma vez que o fígado desempenha um papel fundamental no processo de coagulação, sendo 

responsável pela síntese de fatores e inibidores da cascata de coagulação (Amitrano et al., 

2002). 
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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). 

Graças às várias propriedades dos compostos bioativos das cianobactérias, estes podem 

ser aplicados no tratamento de patologias que envolvem a formação de coágulos, conforme 

descrito anteriormente. Segundo a literatura, dos vários compostos sintetizados por estes 

organismos, as anabaenopeptinas (Aps), nomeadamente a Ap B, Ap C e Ap F, exibem 

atividade inibitória do inibidor da fibrinólise ativável pela trombina na sua forma ativada 

(TAFIa), que resulta na degradação do coágulo (Schreuder et al., 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 inibitória sobre a 

trombina e o fator VIIa (Anas et al., 2017). Assim, esses compostos têm o potencial de 

apresentar resultados promissores no tratamento ou na prevenção destas patologias de 

forma natural. 

A partir de ferramentas OMIC, que englobam tecnologias que analisam a estrutura e 

função do material genético (genómica), da expressão desses genes (transcriptómica), das 

proteínas (proteómica) e ainda dos metabolitos (metabolómica) (Gomez-Chiarri et al., 

2015) é possível determinar e caracterizar os compostos produzidos por cianobactérias. 

Nos Açores, assim como no Banco de Algas e Cianobactérias dos Açores (BACA), 

existem várias estirpes de cianobactérias (Cordeiro et al., 2020a, 2020b) potencialmente 

produtoras de metabolitos secundários (Luz et al., 2023), podendo alguns destes ter 

propriedades benéficas para a saúde humana, como é o caso da ação anticoagulante.  

Assim, este trabalho visa contribuir para (i) a caracterização genómica de estirpes de 

cianobactérias disponíveis no BACA, (ii) a identificação de clusters genéticos de síntese de 

compostos com atividade antitrombótica e (iii) a caracterização de estirpes quanto à 

produção de metabolitos secundários com atividades antitrombóticas. Espera-se encontrar 

metabolitos produzidos por espécies de cianobactérias dos Açores, previamente descritos 

na literatura com bioatividades e com aplicabilidade no ramo da saúde, sobretudo para o 

desenvolvimento de novos fármacos anticoagulantes. Deste modo, foram estabelecidos os 

seguintes objetivos: 

• Sequenciação do genoma de estirpes de cianobactérias do BACA; 

• Identificação de Biosynthetic Gene Clusters (BGCs); 

• Deteção de compostos com atividade antitrombótica por HR-ESI-LC- MS/MS. 
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1.2 Cianobactérias 

 

As cianobactérias foram dos primeiros organismos a surgir na terra há sensivelmente 2,7 

bilhões de anos (Badger & Price, 2003). Estes microrganismos procarióticos fotossintéticos 

gram-negativos são bactérias (Codd, 1995), porém, diferenciam-se por conterem pigmentos 

fotossintéticos, como clorofila a e ficobilinas, sendo estas últimas subdivididas em 

ficoeritrina, aloficocianina e ficocianina, que conferem cor vermelha e azulada a estes 

organismos, respetivamente. As cianobactérias não têm cloroplastos, estando deste modo 

estes pigmentos presentes nos tilacoides (Chorus & Welker, 2021; Whitton & Potts, 2000, 

2012). Além disso, organizam-se em formas unicelulares solitárias, coloniais ou 

multicelulares filamentosas, com dimensões que variam de 1 a 100 µm de diâmetro 

(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 à sua capacidade de 

capturar e converter CO2 atmosférico em bioprodutos (Zhang et al., 2017), como o O2 

(Shevela et al., 2013), exercendo um impacto ecológico significativo (Vioque, 2007). Além 

disso, são as principais fixadoras de N2 (diazotrofismo) dos oceanos, pois, em condições 

anaeróbicas, recorrem à enzima nitrogenase para converter N2 em aminoácidos (Díez et al., 

2008; Mankiewicz et al., 2003) graças aos heterócitos (Wolk et al., 1994). 

Estes microrganismos, além dos heterócitos, podem ainda apresentar outras células 

especializadas desencadeadas por condições ambientais, os acinetos (Adams & Duggan, 

1999). Estas células, análogas aos endósporos, diferenciam-se a partir de células vegetativas 

(Golubic et al., 1995; Adams et al., 1981) e são facilmente desprendidas devido à fraca 

conexão com as células adjacentes (Adams & Duggan, 1999; Chorus & Welker, 2021; Rippka 

et al., 1979). 

Segundo Wilmotte & Herdman (2001), as variações morfológicas e os padrões de 

divisão celular observados no Filo Cyanobacteria são sustentadas filogeneticamente pelo 

16S rRNA das cianobactérias. Análises recentes permitiram classificar estes microrganismos 

em 20 ordens, como Gloeobacterales, Synechococcales, Leptolyngbyales, e em 55 famílias, 

como Oscillatoriaceae, Spirulinaceae e Aphanizomenonaceae (Strunecký et al., 2023). 

As cianobactérias habitam vários ambientes, entre estes: águas doces, marinhos e 

salobros (Kurmayer & Christiansen, 2009) como rios, lagos e lagoas, estando situadas 

maioritariamente na coluna de água, devido à presença de vesículas gasosas, constituindo o 

fitoplâncton (Van Apeldoorn et al., 2007; Dokulil & Teubner, 2000). Podem também surgir 

na forma bentónica, isto é, presas ao substrato (Chorus & Welker, 2021). Além de massas 

de água, as cianobactérias habitam em ambientes terrestres, onde apresentam várias 

associações com outros seres, sejam procariontes, plantas ou animais (Paerl, 1996). Um 

exemplo comum de simbiose das cianobactérias envolve a sua associação com os fungos, 
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com os quais originam os líquenes (Ahmadjian, 1965). Graças ao seu metabolismo 

fotoautotrófico, esses microrganismos conseguem sobreviver em ambientes extremos, como 

em locais onde há escassez de luz e água (Vioque, 2007), além de suportar temperaturas 

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

 

1.3 Metabolitos secundários 

 

As cianobactérias ocupam diferentes nichos ecológicos e, para se adaptarem ao 

ambiente em que se encontram, evoluíram com vista na produção de metabolitos 

secundários. Esses compostos pertencem a diferentes classes químicas, como 

polissacarídeos, lípidos, proteínas, enzimas, esteróis, vitaminas e possuem uma importância 

nutricional e farmacêutica (Figura 2) (Priyadarshani & Rath, 2012), podendo atuar como 

hormonas, antibióticos, aleloquímicos, toxinas, entre outros (Carmichael, 1992).  

Na década de 1980, houve uma consciencialização dos impactos destes microrganismos 

para a saúde pública (Chorus & Welker, 2021), uma vez que as cianobactérias produzem 

cianotoxinas prejudiciais à saúde dos seres vivos (Carmichael, 1992). De entre as toxinas 

existentes, as anatoxinas e saxitoxinas são caracterizadas como neurotoxinas, as 

microcistinas como hepatotoxinas, e as cilindrospermopsinas desencadeiam 

hepatoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade (Chorus & Bartram, 1999).  

Recentemente, a produção de compostos bioativos a partir de fontes naturais tem 

recebido grande atenção devido aos efeitos benéficos para a saúde (Herrero et al., 2013; Raja 

et al., 2016). Isto ocorre na medida em que estes microrganismos exibem atividades 

promissoras para a saúde (Figura 2) como os alcalóides indólicos, raramente encontrados 

em microrganismos e animais, que, apresentam atividades fungicidas associadas à sua 

estrutura, como é o caso da Bauerine, Norharmane e Auxin (Villa et al., 2021; Amaral et al., 

2023; Chaïb et al., 2021). Além destes, as cianobactérias também são capazes de produzir 

quelantes de ferro, como Enterobactin, Desferrioxamine B e Vibriobacin, uma mais-valia 

para os humanos, visto que devido à ausência de meios para excreção 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 secundários produzidos pelas cianobactérias podem ainda inibir 

proteases de serina, como elastase, tripsina, trombina e quimotripsina, bem como tirosinase 

(Namikoshi & Rinehart, 1996). Esta inibição apresenta um efeito tóxico contra a Daphnia (o 

principal predador do fitoplâncton), que resulta numa redução da eficiência digestiva destes 

predadores, conferindo às cianobactérias uma ação de proteção (Lange et al., 2018; 

Schwarzenberger et al., 2010). Para além deste potencial, a inibição de proteases 

desencadeiam resultados promissores para a saúde humana, tendo sido cogitados como 

agentes promissores no tratamento de vários distúrbios metabólicos (Raja et al., 2016). A 
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inibição de proteases de serina é desencadeada por alguns dos compostos produzidos por 

estes microrganismos como cianopeptolinas, microviridinas e anabaenopeptinas, que 

desencadeiam várias ações, entre elas a ação antitrombótica (Raja et al., 2016; Monteiro et 

al., 2021). 

 

 
 

 

Figura 2. Metabolitos secundários produzidos por cianobactérias e as suas aplicações no ramo da saúde 

(adaptado de Saad et al., 2022).  

 

1.3.1. Anabaenopeptinas 

 

As Aps correspondem a uma classe de péptidos cíclicos 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 não ribossómicas, têm um anel de cinco 

aminoácidos conectados por uma ligação ureido a um aminoácido exocíclico (Figura 3). 

O anel é formado pela ciclização do carboxil C-terminal do aminoácido na posição 6 com 

o ε-NH 3 da D-lisina bem conservada na posição 2 (Welker & Von, 2006). 
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 Tabela 1. Cianobactérias produtoras de compostos com atividade antitrombótica (adaptado de Amaral 

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

Composto Análogo Organismo Referências 

Anabaenopeptinas 

 

A e B Anabaena flos-aquae NRC 525-17 Harada et al., 1995 

A 

Planktothrix prolifica NIVA-CYA 98 
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 540 
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 34  
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 15 
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 405 

Tooming-Klunderud  

et al., 2013 
 

B 

Planktothrix prolifica NIVA-CYA 98 
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 406 
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 540  
Planktothrix rubescens NIVA-CYA 407 
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 56/3  
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 405  
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 34 
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 15 

C 
Planktothrix rubescens NIVA-CYA 407 
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 56/3 

F 

Planktothrix prolifica NIVA-CYA 98 
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 406 
Planktothrix prolifica NIVA-CYA 540  
Planktothrix rubescens NIVA-CYA 407 
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 56/3 
Planktothrix mougeotii NIVA-CYA 405 
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 34 

A, B e E Dolichospermum flos-aquae Natumi & Janssen, 2020 

B Oscillatoria agardhii NIES-204 Shin et al., 1996 

E e F Oscillatoria agardhii NIES 204 Shin et al., 1997 

F Planktothrix rubescens NIES-610 Sano et al., 2001 

G Planktothrix agardhii HUB 011 Erhard et al., 1999 

I e J Aphanizomenon flos-aquae NIES-81 Murakami et al., 2000 

B e F Microcystis aeruginosa HUB 063 Erhard et al., 1999 

G e H Oscillatoria agardhii NIES-595 Itou et al., 1999 

Micropeptinas 

K139 Microcystis aeruginosa K-139 Nishizawa et al., 2007 

90 Microcystis aeruginosa NIES-90 

Nishizawa et al., 2011 S70-A/-B Microcystis viridis S-70 

NIES103 Microcystis viridis NIES-103 

MM978  Microcystis sp. 
Piato & Graebin, 2020 

MZ859 Microcystis sp. 

Microviridinas 

A Microcystis viridis NIES-102 Ishitsuka et al., 1990 

B e C Microcystis aeruginosa NIES- 298 Okino et al., 1995 

D, E e F Oscillatoria agardhii NIES-204 
Shin et al., 1996 

G e H Nostoc minutum NIES-26 

K Planktothrix agardhii CYA126/8 Philmus et al., 2008 

I Planktothrix agardhii strain 2 e 18 Fujii et al., 2000 

J Microcystis aeruginosa UWOCC CBS Rohrlack et al., 2003 

L Microcystis aeruginosa NIES-843 Ziemert et al., 2010 
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As primeiras Aps descritas foram a Ap A e Ap B por Harada et al., 1995. Desde então 

foram descobertos outros análogos, sendo atualmente conhecidas variantes de Ap A - J e 

Ap T. Para além dos vários análogos de Ap, também já foi descrito o BGC com os genes 

aptA1, aptA2 e aptA-E (Figura 4), que codificam péptidos não ribossomais (NRPs, 

Nonribosomal Peptides) envolvidos na produção de Ap (Monteiro et al., 2021). 

 

 

Figura 4. Esquema estrutural da organização do BGC de Ap em diferentes estirpes produtoras (Monteiro et 

al., 2021). 

As Aps têm demonstrado atividade inibitória sobre diversas proteases, conferindo-lhes 

a capacidade de bloquear a ação de enzimas como a Proteína Fosfatase 1, Proteína 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 têm demonstrado eficácia na inibição da Carboxipeptidase U (CPU) ou 

TAFIa (Monteiro et al., 2021). A CPU é responsável pela ação anticoagulante (Willemse et 

al., 2009), em contraste a CPA secretada pelas células acinares do pâncreas (Siekevitz & 

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

Figura 3. Estrutura química geral das anabaenopeptinas. Esta classe divide-se em anabaenopeptinas de A- 

J e T, sendo ‘’X’’ referente a diferentes aminoácidos nas respetivas posições (Monteiro et al., 2021).  
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Lipscomb, 1971) e desempenha um papel fundamental na digestão de proteínas. O seu modo 

de ação está associado à quebra de proteínas, removendo os aminoácidos da extremidade C-

terminal das cadeias polipeptídicas durante o processo de digestão (Auld & Vallee, 1987), 

libertando aminoácidos (Vendrell & Avilés, 1999; Vendrell et al., 2000). A inibição da CPA 

está associada a distúrbios digestivos, resultando numa digestão 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 inibição de 

CPA por cianobactérias pode ter implicações promissoras para a síntese de fármacos.   

 

 
 

 

   

1.3.2. Microviridinas 

 

As Mvs correspondem a um dos maiores oligopeptídeos sintetizados por cianobactérias 

(Amaral et 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 (Japão). Desde então, foram identificadas diversas variantes de Mvs, 

como Mv A - L, Mv N3 - N9, Mv O, Mv 1777 e Mv1709 (Amaral et al., 2021). 

Quanto à sua estrutura, as Mvs são uma família de tri- e tetradecapeptídeos N-acetilados 

que se ligam por meio dos grupos ω-carboxi de resíduos de glutamato ou aspartato, 

formando ligações amida e éster com lisina, serina e treonina em posições específicas. Essas 

Figura 5. Estrutura química das anabaenopeptinas com atividade antitrombótica: Ap B (Harada et al., 1995), 

Ap C (Rouhiainen et al., 2010) e Ap F (Shin et al., 1997) (adaptado de: Monteiro et al., 2021).  
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ligações, comuns em péptidos sintetizados pela via não ribossómica (NRPs), são geralmente 

associadas a esse mecanismo (Philmus et al., 2008).  

Atualmente, pode-se encontrar variantes deste composto nos seguintes géneros de 

cianobactérias: Microcystis, Nostoc, Planktothrix, Chryseobacterium, Anabaena e 

Nodularia (Tabela 1; Philmus et al., 2008; Ahmed et al., 2017; Amaral et al., 2021). 

A biossíntese de Mvs está associada à presença de genes como mdnA-F e mdnH em 

conjunto com outras proteínas. Como pode-se observar na Figura 6, já foi estudado o BGC 

responsável pela síntese deste composto em estirpes de Microcystis e Planktothrix (Ziemert 

et al., 2008; Philmus et al., 2008). 

 

 
 

 

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

 

Conforme mencionado anteriormente, as Mvs são inibidoras de diversas serino-

proteases. Além disto, podem ser utilizadas como aditivo alimentar (Amaral et al., 2021) e 

no controlo biológico, uma vez que a inibição de proteases, como a quimotripsina, tem sido 

utilizada como pesticida biológico. A Mv 1777, por exemplo, foi relatada devido à sua ação 

contra Thamnocephalus platyurus (Sieber et al., 2020). Além disso, possuem um papel 

fundamental para a saúde, pois, a inibição de quimotripsinas, sintetizadas pelas células 

acinares do pâncreas (Letko et al., 1989), constituem um grupo de enzimas que catalisam a 

hidrólise de ligações peptídicas específicas em proteínas durante o processo digestivo 

(Kårlund et al., 2021). Elas são particularmente eficazes na ação sobre ligações formadas 

pelos grupos acil de aminoácidos que possuem cadeias laterais aromáticas ou determinadas 

cadeias laterais alifáticas (Bender et al., 1973).  

As Mvs também têm a capacidade de inibir a tirosinase (Ishitsuka et al., 1990), uma 

enzima essencial para a produção de melanina (Körner & Pawelek, 1982), o pigmento 
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responsável pela cor da pele, cabelo e olhos (Tse et al., 1976), amplamente distribuída em 

microrganismos, animais e plantas (Matoba et al., 2006). Ativada pela radiação UV (Pillaiyar 

et al., 2017), a tirosinase é essencial para a produção de melanina, a melanogénese, estando 

a ausência desta enzima relacionada com a redução da síntese deste pigmento 

(hipopigmentação) (Solano et al., 2006). Esta síntese ocorre em células especializadas, os 

melanócitos (Snyman et al., 2024). Várias patologias e condições estão 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 à 

transformação e crescimento anormal destas células (Schadendorf & Hauschild, 2014; Guo 

et al., 2021). Contudo, estão a ser desenvolvidos estudos que se concentram na inibição da 

melanogénese para a prevenção da metástase dos melanomas (Saud et al., 2022).  

Para além desta ação anticancerígena, a inibição da tirosinase pode ser útil na síntese 

de cosméticos (Zolghadri et al., 2023), uma vez que com a exposição excessiva ao sol, surgem 

manchas na pele devido à hiperpigmentação (Thawabteh et al., 2023). Apesar de não 

apresentarem nenhum efeito clínico, estas manchas podem causar algum transtorno, pelo 

que a utilização de produtos com esta atividade seriam uma mais-valia na sua remoção 

(Nesterov, 2008). Por outro lado, é necessário ter em consideração que a melanina 

desempenha um papel crucial na proteção da pele contra a radiação UV (Maddodi & 

Setaluri, 2008). Assim, em situações de hipopigmentação, onde as células da pele ficam 

expostas a esta radiação, pode haver um aumento no risco de desenvolvimento de 

melanomas (Logesh, 2023). 

À semelhança das Aps, as Mvs, mais especificamente a Mv B (Figura 7), também 

apresentam atividade anticoagulante.  

 

 
 

Figura 7. Estrutura química da microviridina B (Ziemert et al., 2010). 
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1.3.3. Micropeptina K139  

 

Os depsipeptídeos de cianobactérias designados como cianopeptolinas são péptidos 

cíclicos, nos quais uma ligação amida é substituída por uma ligação éster, constituindo a 

maioria dos péptidos de cianobactérias (Nishizawa et al., 2011). A classe das 

cianopeptolinas, que inclui as subclasses anabaenopeptilídeo e micropeptina, foi 

identificada em formas variadas compostas por seis a nove aminoácidos L, incluindo o 

resíduo 3-amino-6-hidroxi-2-piperidona (Weckesser et al., 1996).  

As Mps foram isoladas pela primeira vez em Microcystis aeruginosa por Okino et al. 

(1993), sendo este o único género descrito como produtor deste composto (Harada, 2004; 

Nishizawa et al., 2011). 

Mais recentemente, Nishizawa et al. (2011) descreveram os genes de síntese das Mps 

em duas espécies de cianobactérias (Figura 8), abrangendo quatro estirpes diferentes, sendo 

estas Microcystis cf. wesenbergii N-C 172/5 e M. aeruginosa K-139, NIES-843 e PCC 7806. 
 

 
 

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

 

Os depsipeptídeos 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 estão descritas na bibliografia com atividade anticoagulante (Piato & Graebin, 

2020). 

  
 
 

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

 
 

1.4 Hemostasia e cascata de coagulação 
 

A hemostasia consiste numa série de mecanismos que ocorrem no interior dos vasos 

sanguíneos com o objetivo de prevenir e interromper a perda de sangue, por meio da 

formação de coágulos, e também na destruição destes, evitando trombos (McMichael, 2012). 

Quando ocorrem lesões nas paredes dos vasos sanguíneos, devido à exposição do 

colagénio e das miofibrilas, e do fator tecidual libertado, sucedem-se quatro fases 

hemostáticas (Abshire & Jobe, 2009; Minors, 2007). A primeira, designada por alguns 

autores como hemostasia primária, é marcada por uma ação vascular. Nesta fase, as células 

endoteliais promovem a vasoconstrição da parede do vaso lesionado e secretam proteínas 

vasoconstritoras como a renina, a endotelina e o fator ativador plaquetário, resultando na 

diminuição do tamanho do vaso, e, consequentemente, na diminuição do tamanho da lesão 

e do fluxo sanguíneo (Minors, 2007). Simultaneamente, ocorre a homeostasia secundária, 

onde as plaquetas são ativadas, deslocando-se até ao local afetado, alterando o seu formato 

e agregando-se umas às outras, graças a glicoproteínas. Além disto, as plaquetas aderem ao 

endotélio vascular graças ao fator de Von Willebrand, presente nos vasos, que atua como 

uma ponte de ligação, resultando na formação de um tampão plaquetário temporário (Davie 

et al., 1991; Girma et al., 1987). Posto isto, é desencadeado um conjunto de processos de 

ativação em cascata de proteínas responsáveis pela coagulação, sendo o resultado a fibrina, 

responsável por reforçar o tampão plaquetário, tornando-o mais estável e robusto (Davie et 

al., 1991). A ativação dos fatores de coagulação ocorre por duas vias distintas, determinadas 

pela origem da lesão, que convergem no fator X para dar início a uma via comum: a via 

intrínseca e a via extrínseca (Figura 11). 

A via intrínseca é ativada pela exposição de superfícies eletronegativas, como o 

colagénio ao sangue, resultando na ativação do Fator XII (Fator de Hageman) que inicia a 

cascata. Posteriormente, o Fator XIIa é responsável por ativar o Fator XI, que, por sua vez, 

ativa o fator IX. Este Fator IXa, juntamente com o Fator VIIIa ativa o Fator X, dando início 

à via comum (Figura 11). 

Contudo, em situações mais severas, associadas a lesões teciduais, a via extrínseca é 

ativada pela libertação de lipoproteínas, especificamente o fator tecidual (Minors, 2007).  
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Figura 11. Representação simplificada da via intrínseca e extrínseca da cascata de coagulação, e fibrinólise 

com e sem a ação da TAFIa (adaptada de Miranda-Vilela, 2012 & SANG Medicine Ltd., 2022). 
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Plasmina Plasminogénio Coágulo de 
fibrina 
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XIIIa 

XIII 

Coágulo de fibrina 

Via Comum 

Fibrinólise 

VIIIa 

Ca2+ 

Ca2+ 

Ca2+ 

Ca2+ 

Va 

Ca2+ 

V 

VIII 

TAFI 

Trombina (IIa) TAFI TAFIa 
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Este fator apresenta uma alta afinidade pelo fator VII que circula no sangue (Broze, 

1982), com o qual é responsável por ativar o Fator X, terminando também na via comum. 

A via comum, como já havia sido mencionada anteriormente, inicia-se com a ativação 

do Fator X. O Fatore Xa, juntamente com o Fator Va, é responsável por converter a 

Protrombina, o precursor inativo da trombina, em Trombina. Esta enzima cliva duas cadeias 

polipeptídicas da molécula de fibrinogénio (uma glicoproteína que circula no sangue), para 

formar o monómero de fibrina, que se polimeriza e forma uma rede de filamentos, 

responsáveis por estabilizar os coágulos sanguíneos. Além disso, a trombina exibe um 

feedback positivo, pois ativa os fatores V, VIII e o fator XI (Minors, 2007). Concentrações 

elevadas de trombina levam a redes de fibrina densas resistentes à fibrinólise (Alkarithi et 

al., 2021). 

Ao longo de todas as vias (Figura 11) observa-se a presença de Ca2+, fundamental para 

a promoção ou aceleração de todas as reações, à exceção da primeira etapa da via intrínseca 

(Fator XII), independente de cálcio (McMichael, 2012). 

Após a restauração do epitélio lesionado, inicia-se a última etapa da hemostasia: a 

fibrinólise. Este processo é mediado pela plasmina, o produto da ativação do plasminogénio 

(Minors, 2007). A plasmina surge na sequência da libertação de um ativador de 

plasminogénio, graças à elevada concentração de trombina, responsável por degradar a 

fibrina e, consequentemente, o coágulo (Boon, 1993). Para regular a formação e destruição 

dos coágulos, o fígado sintetiza uma enzima crucial para a fibrinólise que circula no sangue 

no seu estado inativo, a TAFI, também conhecida como Procarboxipeptidase U (Sillen & 

Declerck 2021; Halland et al., 2015). A TAFI é ativada pela trombina ou pelo complexo 

trombina-trombomodulina, convertendo-se numa potente enzima antifibrinolítica, 

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 

ativação do plasminogénio, o que resulta na inibição da fibrinólise e, consequentemente, 

promove o desenvolvimento de trombos (Figura 11) (Sakharov et al., 1997; Walker & 

Bajzar, 2004). A inibição da TAFIa também promove a degradação do coágulo e tem um 

efeito antitrombótico (Schreuder et al., 2016; Monteiro et al., 2021), sendo, portanto, 

vantajosa no tratamento de patologias. 

 

1.4.1 Patologias associadas a distúrbios da cascata 

 

Por vezes, verificam-se anomalias ao nível da cascata de coagulação que comprometem 

a hemostasia. Situações como a deficiência de antitrombina (AT), das proteínas C (proteínas 

anticoagulantes naturais que circulam no sangue na sua forma inativa, Griffin et al., 2007) 

ou das proteínas S (glicoproteínas anticoagulantes que atuam como cofator da proteína C 

ativada, Walker, 1984), assim como altas concentrações do fator VIII, são alguns dos 
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responsáveis por alterar a cascata, resultando em trombos venosos (Rosendaal, 1999). Além 

desses fatores, outros riscos associados ao desenvolvimento de coágulos incluem sexo 

feminino, idade, etnia negra, histórico familiar de tromboembolia, tabagismo, obesidade, 

quimioterapia, cirurgias, etc. (Wang & Carrier, 2023; Elyamany et al., 2014).  

Como o fígado é responsável pela síntese da maioria dos fatores e inibidores da cascata 

de coagulação, doenças hepáticas estão 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 condições 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 doença de 

origem multicausal (Rosendaal, 1999), está associada a diversas patologias, destacando-se o 

cancro. Elyamany et al. (2014) observaram que pacientes oncológicos têm maior propensão 

ao desenvolvimento de trombose, devido ao seu estado de hipercoagulabilidade causado 

pelas células tumorais. Além disso, a formação de trombos pode influenciar tanto a 

progressão quanto o prognóstico do cancro. Fora do contexto oncológico, a trombose 

também está ligada a doenças inflamatórias (Tichelaar et al., 2012), como as doenças 

inflamatórias intestinais, que elevam o risco de formação de coágulos (Giannotta et al., 

2015). 

Há autores que afirmam que um coágulo e um trombo não são sinónimos. Após a 

observação de cortes histológicos de cada um, verifica-se que o coágulo apresenta uma 

estrutura uniforme, enquanto o trombo aparenta ser composto por dois tipos de material: 

uma aglutinação de plaquetas e hemácias, assim como alguns leucócitos nas duas regiões. A 

partir de métodos de coloração especiais, pode-se observar ainda a presença de fibrina a 

envolver todas estas estruturas. Em contraste, nos coágulos observa-se apenas uma estrutura 

coralina de hemácias com algumas plaquetas mantidas numa rede fraca de fibrina (Poole & 

French, 1961). Embora haja autores que afirmem que estas duas estruturas não são 

sinónimas, para os propósitos deste trabalho, o coágulo e o trombo serão considerados como 

sinónimos. Esta abordagem visa simplificar a discussão e focar na compreensão geral dos 

processos da coagulação e da trombose. 

Os trombos são responsáveis por obstruir os vasos sanguíneos (trombose venosa) ou as 

artérias (trombose arterial), o que resulta num fluxo de sangue e oxigénio inadequado a uma 

parte específica do organismo. Ocorrem comumente em diversos órgãos: no cérebro, 

resultam em doenças cerebrovasculares; no coração, causam doenças cardíacas isquémicas; 

nos pulmões, originam embolias pulmonares; no abdómen, provocam isquemia 

mesentérica; e, em extremidades como braços e pernas, causam trombose venosa profunda 

ou doença arterial periférica (Figura 12) (Olivera et al., 2021). Em situações mais severas, 

esta obstrução poderá resultar na morte celular ou na necrose dos tecidos envolvidos, graças 
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à má oxigenação ou à escassa nutrição dos mesmos (Hosoda & Orikasa, 2022; Markwell et 

al., 2022).  

 

 

 
 

O tratamento padrão para tromboses geralmente envolve o uso de trombolíticos, 

anticoagulantes e antiplaquetários, que impedem o crescimento do trombo, embora possam 

aumentar o risco de sangramentos (Henke et al., 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 regulação da coagulação (Roemisch et al., 

2002; Levy et al., 2016; Iba et al., 2021). A AT recombinante, desenvolvida para fins 

terapêuticos, possui propriedades antitrombóticas, anti-inflamatórias e citoprotetoras. A 

sua ação antitrombótica ocorre através da ativação da proteína C, um anticoagulante 

fisiológico que, ao se ligar à trombina, neutraliza a promoção da coagulação (Loghmani & 

Conway, 2018; Ito et al., 2019). 

Outro anticoagulante amplamente utilizado é a heparina, extraída principalmente de 

suínos (Beurskens et 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 interação entre a AT e a trombina ou o fator Xa (Björk & Lindahl, 1982; Beurskens et al., 

2020). 

As cianopeptolinas (Gademann et al., 2010) e aeruginosinas (Namikoshi & Rinehart, 

1996; Ersmark et al., 2008) são outros compostos com atividade anticoagulante produzidos 

por cianobactérias, que também desempenham um papel importante na inibição de 

Figura 12. As patologias mais comuns associadas a tromboses de origem arterial e venosa (adaptado de: 

Olivera et al., 2021). 
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proteases, e, consequentemente na coagulação sanguínea. Estes compostos, juntamente com 

as Ap, Mv e Mp, contribuem para a diversidade do metabolismo secundário das 

cianobactérias, com bioatividades que interferem nos processos hemostáticos. 

As Aps possuem uma ação antitrombótica devido à sua capacidade de inibir a TAFIa 

(Monteiro et al., 2021), pois, promovem a fibrinólise resultando na destruição dos coágulos 

(Halland et al., 2015; Schreuder et al., 2016). Como mencionado anteriormente, a TAFIa é 

essencial para a hemostasia, contudo, em situações de desregulação, pode contribuir para o 

desenvolvimento de patologias, e.g. doença cardíaca isquémica ou isquemia mesentérica 

(Sillen & Declerck, 2021; Olivera et al., 2021).  

Em relação às Mvs, num ensaio desenvolvido por Anas et al. (2017), verificou-se que a 

Mv B possui uma atividade antitrombótica, porém, atua de um modo distinto das Aps, sendo 

capaz de inibir a ação da trombina. Esta inibição impede a conversão do fibrinogénio em 

fibrina, e, consequentemente, a formação do coágulo, tornando-se assim, num bom aliado 

ao combate a patologias relacionadas com a formação de coágulos (Lee & Ansell, 2011). 

As Mps, nomeadamente a Mp K139, inibem o fator VIIa e a trombina (Anas et al., 

2017), ambas etapas essenciais para a formação do coágulo. O fator VIIa inicia a via 

extrínseca, sendo, consequentemente, responsável pela ativação da trombina, enquanto a 

trombina está diretamente envolvida na conversão do fibrinogénio em fibrina (Mackman, 

2009; Goldsack et al., 1998). As Mp MM978 e Mp MZ859 também são referidas na literatura 

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

2.1 Análise filogenética e seleção das estirpes 
 

Após uma pesquisa bibliográfica a propósito dos géneros capazes de produzir o 

composto Aps, selecionou-se algumas estirpes de cianobactérias depositadas no Banco de 

Algas e Cianobactérias dos Açores (BACA).  

Para uma escolha mais criteriosa das espécies a utilizar fez-se a análise filogenética de 

sequências da região do 16S rRNA, de estirpes do BACA, previamente depositadas no NCBI 

(Anexo I). Para tal, utilizaram-se vários softwares: o Mega v11.0.13 (Tamura et al., 2021) 

para acoplar e clivar as sequências; o MAFFT v7.520 (Katoh & Standley, 2013) para o 

alinhamento das sequências de diferentes estirpes; o IQTREE v1.6.4 (web server, CIBIV, 

Áustria, Trifinopoulos et al., 2016) para inferir distâncias filogenéticas e calcular a máxima 

verossimilhança; o FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2007) para editar a árvore filogenética; e o 

Inkscape v.1.3.2 (https://inkscape.org/pt/) para edição gráfica da árvore. 

Tendo em conta os taxa descritos na literatura como produtores de Aps (Rohrlack & 

Utkilen, 2007; Monteiro et al., 2021) e com base na análise 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 extração de DNA seguida de análise genómica (sequenciação por 

Illumina), com recurso a softwares indicados para a procura de compostos de interesse 

(Gene Mining), além de análises metabolómicas por HR-ESI-LC-MS/MS e rede molecular, 

e um ensaio de bioatividade trombótica. 

 

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 

BACA0006 Phayaothrix sp. São Miguel Lagoa das Empadadas Norte Água doce 

BACA0007 Kamptonema sp. São Miguel Lagoas das Empadadas Sul Água doce 

BACA0025 Aphanizomenonaceae Pico Lagoa Rosada Água doce 

BACA0028 Azorothrix ramosa São Miguel Lagoa Rasa das Sete Cidades Água doce 

BACA0031 Aphanizomenonaceae Pico Lagoa do Caiado Água doce 

BACA0035 Aliinostoc sp. São Miguel Lagoa das Furnas Água doce 

BACA0054 Stenomitos sp. Pico Lagoa do Peixinho Água doce 

BACA0056 Tolypothrix cf. helicophila Pico Lagoa Rosada Água doce 

BACA0057 Pseudoaliinostoc sp. São Miguel Lagoa do Canário Água doce 

BACA0060 Dulcicalothrix sp. São Miguel Lagoa das Furnas Água doce 

BACA0066 Azorothrix ramosa São Miguel Lagoa do Congro Água doce 

BACA0075 Cyanobium sp. São Miguel Lagoa das Furnas Água doce 

BACA0089 Neowestiellopsis persica Santa Maria Maia, Vila do Porto Salobra 

BACA0106 Tychonema sp. São Miguel Lago artificial, Parque privado Furnas Água doce 

BACA0109 Aphanizomenonaceae Pico Lagoa do Paúl Água doce 

BACA0110 Microchaetaceae São Miguel Poça da Tia Silvina Termal 

BACA0111 Microchaete bulbosa São Miguel Nascente Água de Prata Termal 

https://inkscape.org/pt/
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Tabela 2. Continuação. 

BACA0112 Leptolyngbya gelatinosa São Miguel Nascente Água do Rego Termal 

BACA0121 Mastigocladus laminosus São Miguel Nascente Água do Rego Termal 

BACA0127 Desertifilum tharense São Miguel Nascente das Quenturas Termal 

BACA0135 Hapalosiphon sp. São Miguel Poça "Meditação" - D. Beja Termal 

BACA0141 Tumidithrix elongata Pico Lagoa do Paúl Água doce 

BACA0143 Mastigocladus laminosus São Miguel Nascente da Água de Prata Termal 

BACA0223 Cyanobium sp. São Miguel - Água doce 

BACA0275 Cyanobium sp. São Miguel Lagoa das Furnas Água doce 

BACA0344 Dulcicalothrix sp. São Miguel Tanque, Parque Urbano Água doce 

BACA0348 Salileptolyngbya sp. São Jorge Lagoa da Fajã dos Cubres Salobra 

BACA0399 Cyanobium sp. Flores Afluente da Lagoa Funda Água doce 

BACA0429 Nostoc sp. São Miguel Lagoas das Empadadas Sul Água doce 

BACA0444 Pseudocalidococcus azoricus Flores Lagoa Comprida Água doce 

BACA0449 Scytonematopsis sp. São Miguel Lagoa Rasa da Serra Devassa Água doce 

BACA0455 Kamptonema sp. São Miguel Lagoa das Empadadas Sul Água doce 

BACA0515 Tolypothrix sp. Flores Caminho da Poça do Ferreiro Terrestre 

BACA0570 Tychonema sp. Corvo - Água doce 

BACA0574 Microcoleaceae Flores Lagoa Rasa Terrestre 

BACA0575 Tychonema sp. Corvo Lagoa do Caldeirão Terrestre 

BACA0589 Chalicoglea sp. Flores Miradouro  Terrestre 

BACA0599 Kamptonema sp. Faial Caldeira do Cabeço Gordo Água doce 

BACA0618 Stenomitos sp. Terceira Furna do Enxofre Terrestre 

BACA0619 Kovacikia atmophytica Terceira Furna do Enxofre Terrestre 

BACA0637 Leptothoe sp. São Miguel Ribeira Quente Marinha 

BACA0639 Romeriopsis navalis São 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 Poço da Pedreira Água doce 

BACA0694 Kamptonema sp. Santa Maria Ribeira do Maloás Água doce 

BACA0731 Radiculonema aquaticum Santa Maria Ribeira do Salto Água doce 

BACA0751 Purpureonostoc sp. São Jorge Lagoa da Fajã dos Cubres Salobra 

BACA0778 Leptolyngbya sp. São Miguel Nascente Água do Caldeirão Termal 

BACA0800 Ciimarium sp. São Jorge Lagoa da Fajã dos Cubres Terrestre  

 

2.2 Produção de biomassa 
 

Para a análise genómica e metabolómica foi necessário produzir biomassa das culturas 

selecionadas. Para a extração de DNA, as estirpes foram colocadas a crescer em 100 mL de 

meios de manutenção das culturas depositadas no BACA, entre eles os meios BG-11, BG-

11(N) e Wharis. Para a análise metabólica inicialmente em 250 mL e ao fim de duas semanas 

em 1 L com arejamento. As culturas foram colocadas a crescer em condições de temperatura 

e fotoperíodo fixos, tal como descrito por Cordeiro et al. (2021). Somente as estirpes que 

apresentaram BGCs de metabolitos de interesse na análise genómica foram produzidas à 

escala de 1 L. Para a extração de DNA, a biomassa foi recolhida por centrifugação (Z446K 

HERMLE Labortechnik GmbH, Alemanha) durante 10 min, a 10.000 g e a 4˚C. As amostras 

foram limpas com água destilada (durante três ciclos de centrifugação) para remoção de 

contaminantes presentes no meio, e, no caso das estirpes marinhas, remoção do sal. Para a 

análise metabolómica, a biomassa foi também centrifugada (mesmas condições). Em ambos 
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os casos, a biomassa foi posteriormente congelada, liofilizada e guardada a -20 ̊ C, conforme 

descrito por Cordeiro et al. (2021).  

 

2.3 Análise Genómica 

 

2.3.1 Extração e quantificação de DNA 

 

Para a extração de DNA usou-se a biomassa seca das estirpes selecionadas, resultante da 

produção em 100 mL, e o kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, 

EUA). Foram necessárias alterações ao protocolo fornecido pelo fabricante (Anexo II), 

tendo em conta as peculiaridades das cianobactérias (e.g. mucilagens e exopolissacáridos) e 

os requisitos para sequenciação por Illumina definidos pela empresa NovoGene 

(Cambridge, UK), para a qualidade do DNA a sequenciar (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Parâmetros de qualidade do DNA genómico das cianobactérias para sequenciação por 

Illumina, fornecidos pela empresa NovoGene (Cambridge, Reino Unido). 

Serviço Tipo de amostra Quantidade (Qubit®) 

Pureza 

260/230 260/280 

Illumina 

NovaSeq 6000 
DNA genómico ≥ 200 ng > 1 1,8 – 2,0 

 

Para um resultado mais promissor, na etapa de lise celular, adicionou-se a cada amostra 

200 µL de esferas de vidro 0.5 mm (QUIAGEN, Alemanha), as quais foram submetidas ao 

TissueLyser II (QIAGEN, Alemanha), dois ciclos de 30s a 30 Hz. Posto isto, a pellet foi 

ressuspendida em 300 µL de Digestion Buffer até cobrir as esferas e a amostra. Dado que o 

Digestion Buffer fornecido no kit é limitado, em algumas ocasiões utilizou-se CTAB com o 

tampão TE, e as amostras foram novamente submetidas ao TissueLyser II. De seguida, 

acrescentou-se Proteinase K e Lisozima (50 mg/mL). 

A quantificação e verificação da qualidade do DNA extraído foi avaliada por 

espetrofotometria, com o MULTISCAN SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, EUA) e a placa 

µDropTM 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 observação dos géis foi efetuada com recurso ao transiluminador 

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

 

2.3.2 Sequenciação, assemblagem dos genomas e pesquisa de BGCs 

 

Para sequenciação dos genomas, as amostras de DNA foram enviadas para a NovoGene 

(Cambridge, Reino Unido), tendo sido sequenciadas por Illumina (NovaSeq™ X Plus, 
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Illumina, EUA). Foi utilizada uma pipeline em Python para a construção dos genomas, que 

atua sequencialmente, na seguinte ordem: 1) FastQC (Sena Brandine & Smith, 2019) para 

controlo de qualidade; 2) FastP (Chen, 2023) para remoção de sequências com baixa 

qualidade e adaptadores; 3) SPADES v4.0.0 (Nurk et al., 2017) para alinhamento de 

sequências e montagem de bins, utilizando a opção de metagenómica; 4) minimap2 (Li, 

2018, 2021) para indexação e pré-processamento para software de binning; 5) CONCOCT 

v1.1.0 (Alneberg et al., 2014) para o agrupamento de sequências do mesmo genoma e 6) 

BUSCO 5.7.1 (Manni et al., 2021) com seleção da linha de evolução cyanobacteria_ Odb10, 

para seleção do genoma correspondente à estirpe de cianobactéria. Para verificar a 

qualidade dos genomas obtidos (percentagem de finalização e contaminação) usaram-se os 

seguintes softwares, CheckM v1.2.2 (Parks et al., 2015), BUSCO v5.7.1 e CheckM2 v1.0.2 

(Chklovski et al., 2023). Para a anotação dos genomas utilizou-se o Bakta v1.9.4 com a base 

de dados v5.1 (Schwengers et al., 2021). 

Para a pesquisa de BGCs de metabolitos secundários, utilizou-se os softwares 

AntiSMASH v7.1.0 (Blin et al., 2023) e Blast2GO v6.0 (Götz et al., 2008). Para o Blast2GO 

v6.0, criou-se três bases de dados para cada um dos compostos em estudo, anabaenopeptinas, 

microviridinas A-E, e micropeptina K139, de acordo com a informação 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 disponíveis no NCBI. 

 

2.4 Análise Metabolómica 

 

2.4.1 Extração de metabolitos secundários 

 

Além das amostras selecionadas na análise genómica, estirpes com BGCs de metabolitos 

de interesse para a atividade anticoagulante, foram também selecionadas duas estirpes 

(Mastigocladus laminosus BACA0121 e Hapalosiphon sp. BACA0135) como controlos 

negativos (sem BGCs de interesse).  

Para a extração 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 Elmasonic S30 (Elma 

Schmidbauer GmbH, Alemanha) por 10 minutos, a 60 Hz. Após os ultrassons, as amostras 

foram decantadas. Este processo foi repetido três vezes e as amostras decantadas foram 

acopladas. Em seguida, os extratos foram filtrados a vácuo com um filtro de 1,2 µm (Glass 

microfibres filter 693 (VWR®, França)). 

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 análise 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 âmbar (SureSTART™, Thermo Scientific, Alemanha), tendo sido deixadas no interior da 

Hotte a secar. Após 24 horas, os frascos foram colocados no liofilizador (FreeZone 2,5L 

Labconco, EUA) para garantir que ficassem completamente secos. Em seguida, foram 

cuidadosamente fechados e guardados a -20 ˚C até envio para análise por HR-ESI-LC-

MS/MS. 

 

2.4.2 HR-ESI-LC-MS/MS 

 

Para a análise por HR-ESI-LC-MS/MS foram contratados dois serviços, o Centro de 

materiais (CEMUP) da Universidade do Porto e o Centro de ciências 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 líquida de 

alta resolução acoplada com ionização 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 separação 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 µm Thermo Scientific, EUA). A fase móvel foi composta por água (A) e 

Acetonitril (B), ambas contendo 0,1% de ácido fórmico. O gradiente (em v/v %) começou 

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 móvel 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 injeção foi de 5 µL. A análise de massas foi 

realizada em um espectrómetro de massas Orbitrap Elite (Thermo Scientific, EUA) com 

uma fonte de ionização por eletrospray aquecido (HESI-II). A aquisição de dados foi feita 

com os seguintes parâmetros: voltagem de spray de 3,7 kV (polaridade positiva) e de 4,0 kV 

(polaridade negativa); gás de arrastamento com 30 unidades arbitrárias; gás auxiliar com 20 

unidades arbitrárias; temperatura do aquecedor a 350˚C; temperatura do capilar a 350˚C e 

nível de fator de retenção (RF) das lentes-S a 64,9%. O intervalo de varrimento foi de 100-

1500 m/z. A aquisição foi realizada no modo dependente de dados, usando ativação por 

dissociação induzida por colisão (CID) e exclusão dinâmica. Os perfis de LC-MS foram 
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analisados usando os softwares Xcalibur 4.1 (Abu-Izneid et al., 2023) e Compound 

Discoverer 3.3 (Cooper & Yang, 2024).  

 

Tabela 4. Modo de distribuição das amostras em estudo para 

cromatografia. 
 

CEMUP CCMAR 

BACA0007 BACA0031 

BACA0025 BACA0035 

BACA0057 BACA0056 

BACA0060 BACA0106 

BACA0066 BACA0121 

BACA0089 BACA0135 

BACA0111 BACA0344 

BACA0449 BACA0429 

BACA0515 BACA0574 

BACA0589 - 

BACA0751 - 

 

A partir do domolDiscovery (CyanoMetDB v0.2.0) procedeu-se à identificação de 

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

 

2.4.3 Rede molecular 
 

Utilizando os dados de MS2, foi realizada uma rede molecular seguindo as condições 

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 

construída usando o Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) em 

condições padrão, à exceção da tolerância da massa de ião percursor e ião de fragmentação 

que foram definidos para 0.02 Da (Wang et al., 2016). As identificações dos compostos 

foram feitas contra bases de dados públicas de compostos puros de referência. De modo a 

enriquecer a identificação 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 et al., 2003) e a figura 

final foi construída com recurso ao InkScape v1.2.2. 

 

2.5 Bioatividade trombótica  
 

Para avaliar a atividade trombótica dos extratos das estirpes estudadas usou-se o Kit 

TAFI Activity Assay (ImmBioMed GmbH, Alemanha). Cada amostra foi preparada numa 

concentração de 4,2 mg/mL, utilizando metanol a 100% como solvente, as soluções 

preparadas foram submetidas a um banho de ultrassons (Elmasonic S30, Elma Schmidbauer 
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GmbH, Alemanha) para assegurar a sua homogeneidade. Seguiu-se o protocolo fornecido 

pelo fabricante (Anexo IV).  

Além da preparação das amostras, preparou-se uma solução 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 

poços, 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 v10 (https://www.graphpad.com/) 

utilizando os resultados da absorvância obtidos nas três repetições para cada amostra, 

calibradores e controlo, efetuou-se uma curva cinética enzimática usando o modelo de 

Michaelis-Menten. Posto isto, verificou-se se as diferenças 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 diferenças estatisticamente 

significativas foram consideradas com p < 0.05. A análise estatística foi feita para os 

triplicados, usando para cada triplicado de cada amostra a diferença entre o valor de 

absorvância máxima e o valor de absorvância mínimo, evitando assim erros associados à 

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

3.1 Análise genómica 

 

Graças à qualidade das amostras enviadas para sequenciação (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 contaminação (Tabela 5). Com base nestes valores, pode-se afirmar que os 

genomas obtidos são confiáveis para as análises posteriores.  

 

Tabela 5. Análise da qualidade dos genomas assemblados, através do CheckM v1.2.3. 
 

Amostra Tamanho (bp) Nº Contigs N50 GC % Completude Contaminação 

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 7 701 332 513 21 014 39,99% 96,74 0,82 

BACA0028 6 540 316 161 75 259 41,08% 100,00 1,36 

BACA0031 7 826 133 513 23 461 40,03% 98,91 0,82 

BACA0035 7 228 642 178 73 345 40,80% 99,18 0,27 

BACA0054 7 525 771 66 221 151 51,24% 99,46 1,90 

BACA0056 7 229 192 211 55 177 41,85% 99,91 1,09 

BACA0057 7 796 044 141 151 420 40,53% 99,14 0,82 

BACA0060 10 833 754 384 51 617 38,88% 99,05 2,40 

BACA0066 6 516 483 150 76 345 41,10% 99,73 0,54 

BACA0075 3 054 084 47 93 251 69,90% 99,73 0,27 

BACA0089 6 924 162 250 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 22 126 40,04% 98,37 0,54 

BACA0110 6 728 760 205 60 634 42,39% 99,64 0,36 

BACA0111 5 920 453 52 173 146 41,54% 100,00 0,00 

BACA0112 6 760 847 41 405 728 50,63% 99,09 2,99 

BACA0121 6 933 588 278 41 968 41,26% 99,46 0,77 

BACA0127 6 320 079 59 247 393 48,54% 98,91 0,82 

BACA0135 7 391 447 181 75 753 40,11% 99,73 1,36 

BACA0141 5 508 488 229 41 369 45,33% 99,32 0,82 

BACA0143 6 874 537 284 43 258 41,24% 99,46 1,04 

BACA0223 3 104 437 12 607 940 68,52% 99,73 0,27 

BACA0275 3 379 944 32 333 143 68,68% 99,18 0,00 

BACA0344 12 505 019 204 108 217 38,93% 99,32 1,13 

BACA0348 5 979 057 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 

BACA0444 3 463 985 34 125 609 48,70% 100,00 0,14 

BACA0449 9 292 173 173 97 843 38,75% 99,73 0,68 

BACA0455 6 273 701 109 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 

BACA0574 6 977 140 393 28 833 47,49% 99,18 1,72 

BACA0575 6 595 889 224 51 023 44,39% 99,09 0,27 

BACA0589 5 098 666 135 95 583 39,34% 99,37 0,82 

BACA0599 6 221 311 100 92 931 43,06% 100,00 0,41 

BACA0618 6 935 211 204 59 364 51,23% 98,91 1,09 
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Tabela 5. Continuação. 

BACA0619 7 657 032 169 85 509 50,51% 99,37 2,17 

BACA0637 6 853 059 172 81 085 47,49% 99,46 0,82 

BACA0639 6 145 175 66 180 182 50,74% 99,73 0,27 

BACA0643 6 229 922 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 6 916 620 177 64 247 43,48% 100,00 0,41 

BACA0731 7 823 321 138 85 116 45,91% 99,23 0,95 

BACA0751 6 399 040 114 112 599 41,04% 99,73 1,09 

BACA0778 5 886 542 30 310 517 53,48% 99,46 1,09 

BACA0800 2 663 539 22 451 337 68,66% 100,00 0,41 
 

Após anotação dos genomas usou-se o AntiSMASH v7.1.0 para identificação dos BGCs 

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

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

antifúngicas, antiprotozoárias, anticancerígenas, além de potencial de proteção contra 

radiação UV, produção de sideróforos (terpenos responsáveis pelo odor de terra) e 

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

consideraram-se apenas semelhanças 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 Referências 

Antibacteriana 

Ambiguine BACA0089 Mayer et al., 2011; Swain et al., 2017 

Rhizomide 

BACA0054 

Gavriilidou et al., 2021 BACA0057 

BACA0618 

Tenuecyclamide BACA0671 Swain et al., 2017 

Anticancerígena 

Trunkamide BACA0515 Martins & Vasconcelos, 2015 

Nostocyclopeptide A2 

BACA0025 
 

Fidor et al., 2019 
BACA0031 

BACA0109 

Anticoagulante 

Microviridina 

BACA0028* 

Amaral et al., 2021 

BACA0057 

BACA0060* 

BACA0066* 

BACA0089 

BACA0109* 

BACA0344* 

BACA0429* 

BACA0449* 

BACA0751 

Micropeptina 
BACA0106* 

Piato & Graebin, 2020 
BACA0344* 

Anabaenopeptina 

BACA0007* 

 

Monteiro et al., 2021 

BACA0025 

BACA0031 

BACA0057* 

BACA0109 

BACA0344* 

Cyanopeptolin BACA0056 Namikoshi & Rinehart, 1996 



 
 

28 
 

Tabela 6. Continuação. 

Antioxidante e redução 

de ferro 
Schizokinen 

BACA0035 

Chuljerm et al., 2020 
BACA0057 

BACA0112 

BACA0751 

Antiprotozoários Kolossin 
BACA0649 Parihar et al., 2022 

 BACA0751 

Antitoxinas Nostopeptolide 
BACA0057  

Fidor et al., 2019 

 BACA0089 

Antibacteriana, 

Antituberculose e 

Anticancerígena 

Icosalide A/B 
BACA0121 

Shantharaj et al., 2021; Dangi et al., 2023 
BACA0143 

Anti-adenovírus Landornamida 

BACA0455 

 

Bösch et al., 2020 

BACA0599 

BACA0643 

BACA0671 

BACA0694 

Hepatotóxica Microcistina BACA0089 Mankiewicz-Boczek et al., 2015 

Citotóxica Patellin 6 BACA0515 Carroll et al., 1996 

Inibidor de tirosinase Microviridina 

BACA0028* 

 

Amaral et al., 2021 

BACA0057 

BACA0060* 

BACA0066* 

BACA0089 

BACA0109* 

BACA0344* 

BACA0429* 

BACA0449* 

BACA0751 

Controlo biológico Microviridina 

BACA0028* 

 

Amaral et al., 2021 

BACA0057 

BACA0060* 

BACA0066* 

BACA0089 

BACA0109* 

BACA0344* 

BACA0429* 

BACA0449* 

BACA0751 

Conversão de 

angiotensina inibida 
Microginina BACA0056 Namikoshi & Rinehart, 1996 

Apossematismo Geosmina 

BACA0007 

Zaroubi et al., 2022 

BACA0056 

BACA0135 

BACA0570 

BACA0575 

BACA0649 

BACA0751 

*BGCs com similaridade abaixo de 70%. 

 

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

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

síntese dos mesmos (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Identificação das estirpes portadoras de BGCs de compostos com atividade antitrombótica de acordo 

com o AntiSMASH v7.1.0 e o Blast2GO v6.0. 
 

Amostra Espécie Anabaenopeptinas 
Micropeptina 

K139 
Microviridinas 

BACA0007   Kamptonema sp. X a, b - - 

BACA0025   Aphanizomenonaceae X a, b X b X b 

BACA0028   Azorothrix ramosa - - X a, b 

BACA0031   Aphanizomenonaceae X a, b X b X a, b 

BACA0035   Aliinostoc sp. X b X b X b 

BACA0056   Tolypothrix cf. helicophila X b X b - 

BACA0057   Pseudoaliinostoc sp.  X b X b X a, b 

BACA0060   Dulcicalothrix sp. - - X a, b 

BACA0066   Azorothrix ramosa - - X a, b 

BACA0089   Neowestiellopsis persica X b X b X a, b 

BACA0106   Tychonema sp. - X a, b X b 

BACA0109   Aphanizomenonaceae X a, b X b X a, b 

BACA0111   Microchaete bulbosa - - X b 

BACA0121*   Mastigocladus laminosus - - - 

BACA0135*   Hapalosiphon sp. - - - 

BACA0344   Dulcicalothrix sp. X a, b X b X b 

BACA0429   Nostoc sp. - X b X a, b 

BACA0449   Scytonematopsis sp. - - X a, b 

BACA0515   Tolypothrix sp. X b - - 

BACA0574   Microcoleaceae - X b - 

BACA0589   Chalicoglea sp. X b - - 

BACA0751   Purpureonostoc sp. X b X b X a, b 
 

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 v6.0. 

 

Das 20 estirpes que apresentaram resultados promissores para a síntese de compostos 

com atividade anticoagulante, pela identificação de BGCs, pode-se identificar dois grupos 

com semelhanças filogenéticas (Figura 13). O primeiro, inclui as estirpes BACA0028 e 

BACA0066, ambas identificadas como Azorothrix ramosa, e no segundo, as estirpes, 

Aphanizomenonaceae BACA0025, Aphanizomenonaceae BACA0031 e 

Aphanizomenonaceae BACA0109. Assim, dada a semelhança entre estas, não se considerou 

necessário proceder ao estudo de todas as amostras para a análise metabolómica, tendo sido 

selecionadas para as restantes etapas do ensaio somente as estirpes BACA0031 e BACA0066. 
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Ainda na análise genómica, 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, 

BACA0031 e BACA0109 e Dulcicalothrix sp. BACA0344, apresentaram genes do BGC apt, 

o que indica que sejam potenciais produtoras de Aps (Figura 14). 

Figura 13. Árvore filogenética parcial da região do 16S rRNA (Anexo I - 1062 OTUs, 1393bp) com as estirpes 

que apresentam elevadas semelhanças entre si (sinalizadas a amarelo). Os valores da máxima verossimilhança 

encontram-se apresentados à frente dos nodes (>95%). 
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Relativamente às Mvs, na mesma análise, 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. 

BACA0751, são portadoras de genes do BGC mdn (Figura 15).  
 

 
 

 

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

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

 
 

 

Figura 15. Comparação do BGC de microviridinas de BACA0057, BACA0089, BACA0751, com outras 

estirpes portadores dos genes mdn disponíveis no NCBI. 
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Quanto às Mps, a estirpe Tychonema sp. BACA0106 foi a única a apresentar resultados 

positivos no AntiSMASH, contudo, ao comparar os genes desta estirpe com as sequências 

disponíveis no NCBI não se verificou semelhanças significativas entre os genes. 

 

3.2 Bioatividade enzimática 
 

Após a realização da atividade enzimática, foi possível constatar que das 18 amostras 

em estudo nenhuma apresentou uma atividade análoga de TAFI relativamente aos controlos 

e às diluições do calibrador fornecido pelo fabricante do kit (Anexos V e VI). Ao observar 

a Tabela 8, pode-se contatar que não se verificou diferenças significativas entre os valores 

de absorvância das amostras face ao controlo negativo, ao contrário dos calibradores e 

controlos positivos.  

 
Tabela 8. Resultados da análise One-way ANOVA, seguido do teste Kruskal–Wallis. As 

diferenças estatisticamente significativas foram consideradas com p < 0.05. Comparação 

entre os calibradores, controlos e amostras com o controlo negativo (D1). 
 

Calibradores, 

Controlos e Amostras 
Mean rank diff, q 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 

BACA0106 27,00 0,34 0,11 

BACA0111 2,667 0,87 0,88 

BACA0121 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 

BACA0515 9,667 0,71 0,57 

BACA0574 10,17 0,71 0,55 

BACA0589 4,167 0,87 0,81 

BACA0751 16,83 0,61 0,32 

D1- 100% água 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 Identificação de metabolitos secundários 
 

De entre os resultados obtidos do HR-ESI-LC-MS/MS executado no CEMUP, a estirpe 

Aphanizomenonaceae BACA0025 foi confirmada como produtora de Ap T ((M+H+) 

866,5076 m/z). A massa do ião precursor da Ap T identificado neste trabalho (Figura 16) 

assemelha-se ao valor de referência de 866,5028 m/z descrito por Kodani et al. (1999).  

 

 
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. BACA0751 

identificou-se massas na HR-ESI-LC-MS/MS idênticas à Mp 1120 ((M+H+) 1120,5991 m/z) 

(Figura 17). A Mp 1120, já descrita por Isaacs et al. (2014), apresenta um ião precursor de 

massa 1120,7 m/z e três iões de fragmentação com 538,4 m/z, 206,2 m/z e 136,1 m/z.   

 

 
 

 
Figura 17. Cromatogramas (MS2) das amostras Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 e Purpureonostoc sp. 

BACA0751 com resultado positivo para a Mp 1120. A laranja encontra-se destacado o ião percursor (Isaacs 

et al., 2014).  

BACA0057 

BACA0751 

BACA0025 
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Quanto às amostras analisadas no CCMAR, apenas a Tolypothrix cf. helicophila 

BACA0056 apresentou uma massa idêntica a Mv A ((M+H+) 1729,7169 m/z), semelhante ao 

descrito na literatura ((M+H+) 1729,7169 m/z) (Ishitsuka et al., 1990). Na corrida de HR-

ESI-LC-MS/MS, como o intervalo de varrimento foi de 100-1500 m/z, dos compostos em 

questão, 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 análise molecular foi possível constatar semelhanças 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, estão identificados 

os nodes de microcistina, Ap T e Vc, sendo os restantes nodes referentes a massas não 

identificadas. Para esta análise pode-se considerar que a microcistina é produzida pela 

Neowestiellopsis persica BACA0089, a Vc pela Aphanizomenonaceae BACA0031 e 

Aphanizomenonaceae BACA0025, e a Ap T pela Aphanizomenonaceae BACA0025. Quanto 

às Mp e Mv, dado que estas eram nodes únicos, e como não ficaram agrupados, não foram 

representados na imagem. 
 

 
Figura 18. Clusters de anabaenopeptina T, microcistina e vacarina encontrados nas estirpes BACA0025, 

BACA0031 e BACA0089. 
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Assim, após as diferentes análises efetuadas, pode-se considerar que as estirpes que são 

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 produção de compostos com bioatividades relevantes 

para a saúde e respetivos locais de colheita.  
 

Estirpe Espécie 
Composto 

sintetizado 
Ilha Local de isolamento Habitat 

BACA0025   Aphanizomenonaceae Ap T / Vc Pico Lagoa Rosada Água doce 

BACA0031   Aphanizomenonaceae Ap / Vc Pico Lagoa do Caiado Água doce 

BACA0056   Tolypothrix cf. helicophila Mv A Pico Lagoa Rosada Água doce 

BACA0057   Pseudoaliinostoc sp.  Mp 1120 São Miguel Lagoa do Canário Água doce 

BACA0089 Neowestiellopsis persica Mv Santa Maria Maia, Vila do Porto Salobra 

BACA0109   Aphanizomenonaceae Ap Pico Lagoa do Paúl Água doce 

BACA0344   Dulcicalothrix sp. Ap São Miguel Tanque, Parque Urbano Água doce 

BACA0751   Purpureonostoc sp. Mv/ Mp 1120 São Jorge Lagoa da Fajã dos Cubres Salobra 
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4. Discussão 
 

4.1 Compostos com atividade antitrombótica  

 

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 à família 

Aphanizomenonaceae apresentaram similaridades com o BGC da Ap. No entanto, segundo 

a informação disponível na bibliografia, nenhum dos géneros identificados está descrito 

como produtor deste composto (Rohrlack & Utkilen, 2007; Monteiro et al., 2021). No que 

se refere à família Aphanizomenonaceae, embora as estirpes BACA0025, BACA0031 e 

BACA0109 não tenham sido caracterizadas ao nível de género, o género Aphanizomenon, 

pertencente a esta família, está descrito como potencial produtor de Ap (Murakami et al., 

2000). 

Na análise dos BGCs (Figura 14), verificou-se que Dulcicalothrix sp. BACA0344 e 

Aphanizomenaceae BACA0025, BACA0031 e BACA0109, foram as únicas estirpes a 

apresentar um BGC de Ap semelhante ao descrito na literatura (Monteiro et al., 2021). 

Contudo, a BACA0344 apresentou menos semelhanças (apenas três genes) com as 

sequências de referência (Figura 4).  

Devido à similaridade entre as estirpes Aphanizomenonaceae BACA0025, 

Aphanizomenonaceae BACA0031 e Aphanizomenonaceae BACA0109 (Figura 13), 

selecionou-se apenas a BACA0031, contudo, dada a semelhança 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 enzimática é limitado, não 

foi possível proceder ao ensaio enzimático para esta mesma amostra. Contudo, na 

cromatografia, enquanto na amostra Aphanizomenonaceae BACA0031 não foi possível a 

identificação 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 diferenças na identificação de metabolitos 

secundários. Como já foi identificado em outros estudos, além da variação fenotípica 

observada em cianobactérias, estes microrganismos também presentam diversidade 

metabólica, em resposta às alterações das condições do meio (Ji et al., 2020; Mühling et al., 

2006; Soares et al., 2013). Este fenómeno reflete-se na síntese de diferentes compostos 

dentro da mesma espécie, proporcionando uma maior capacidade de adaptação a ambientes 

com condições variáveis (Dabravolski & Isayenkov, 2022; Amin et al., 2024). Isto confere 

às cianobactérias uma notável plasticidade e capacidade de adaptação, resultando em 

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

2023, Cordeiro et al., 2024).  

Embora as estirpes estudadas não tenham apresentado Ap B, Ap C e Ap F na HR-ESI-

LC-MS/MS, identificou-se a Ap T. Apesar deste análogo não exibir atividade 

anticoagulante, tem atividade inibitória contra a CPA (Kodani et al., 1999; Murakami et al., 

2000). Além disso, até ao momento, não haviam sido descritos géneros produtores de Ap T, 

tendo este composto sido inicialmente descrito num bloom de cianobactérias no lago 

Teganuma (Japão) (Kodani et al., 1999).  

O BGC de Mvs identificado em Pseudoaliinostoc sp. BACA0057, Neowestiellopsis 

persica BACA0089 e Purpureonostoc sp. BACA0751 apresentou semelhanças com os de 

referência (Figura 15, Amaral et al., 2021). Apesar de nenhuma destas amostras ter 

demostrado resultados positivos na cromatografia, não podemos excluir a possibilidade de 

que sejam capazes de sintetizar Mvs. Esta diferença pode estar associada com a inativação 

dos BGCs. Ou seja, mesmo estando presente nestas amostras, não se expressa devido às 

condições ambientais em que as estirpes foram analisadas, sendo necessário condições de 

stress para ativar estes genes (Kłodawska et al., 2019; Sun et al., 2022).  

No entanto, uma vez que não se encontrou na literatura o BGC de Mvs em 

Pseudoaliinostoc, Neowestiellopsis e Purpureonostoc, considera-se que este trabalho possa 

reportar novas informações na distribuição da síntese de Mvs em cianobactérias, apesar de 

não haver confirmação da sua síntese por HR-ESI-LC-MS/MS.  

Apesar dos resultados obtidos na análise genómica, foi na estirpe Tolypothrix cf. 

helicophila BACA0056 que foi identificada a Mv A, sendo esta a primeira identificação de 

Mv no género Tolypothrix. Até ao momento, as Mvs só 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 análise genómica (Blast2GO) mostraram 

indicações para a presença de BGCs de Aps ou de Mps, mas não de Mvs.  Isto poderá ter 

acontecido dado que a sequenciação foi realizada pelo método Illumina, em que as amostras 

de DNA são fragmentadas e estes fragmentos são amplificadas, detetados por fluorescência 

e montados (assembling) (Hu et al., 2021; Moti et al., 2022). Devido aos cortes aleatórios na 

fragmentação é possível que a informação genética referente ao BGC de Mvs tenha sido 

perdida ou esteja incompleta. Embora a Mv A não possua atividade antitrombótica, 

encontra-se descrita como inibidora da tirosinase (Amaral et al., 2021). Na bibliografia 

ainda há pouca informação referente a este composto, estando a identificação deste limitada 

ao género Microcystis (Okino et al., 1993; Harada, 2004; Nishizawa et al., 2011). 

Na análise por cromatografia, nas estirpes Purpureonostoc sp. BACA0751 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 

líquida com espetrometria de massa (LC-MS), após 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, não sendo produzida 

naturalmente. Isto deve-se à semelhança entre ambas, sendo a Mp 1120 identificada como 

o éster metílico da Mp 1106, estando estes análogos relacionados com as Mp 88A - 88F, que 

apresentam resíduos de arginina em vez de tirosina ou leucina na 5ª posição (Ishida et al., 

1998). De momento, não existem estudos sobre a atividade da Mp 1120. No entanto, as Mps 

88A - 88F, com exceção da Mp 88B, inibem a quimotripsina, uma proteína digestiva (Ishida 

et al., 1998; Solovyev et al., 2023). 

De acordo com os dados obtidos neste estudo, verificou-se que o potencial de produção 

de Aps, Mvs e Mps ocorreu predominantemente em estirpes colhidas de habitats de água 

doce (Tabela 9). Isto deve-se ao facto de que, das 50 estirpes analisadas 28 foram amostradas 

de ambientes de água doce (Tabela 2). Em relação às estirpes provenientes de habitats 

marinhos, Leptothoe sp. BACA0637 e Romeriopsis navalis BACA0639, estas não exibiram 

a síntese de nenhum dos compostos estudados. Este resultado contrasta com as observações 

de Nunnery et al. (2010), que sugeriam que cianobactérias marinhas têm potencial para 

sintetizar diversos compostos bioativos. No entanto, esta discrepância pode ser atribuída 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 três compostos, o que 

impede a formulação de conclusões. Quanto às estirpes oriundas de ambientes terrestes e 

termais, também não se identificaram BGCs ou compostos com atividade antitrombótica. 

Quanto à análise in silico da rede molecular, verificou-se a produção de alguns 

compostos como a microcistina (Figura 18). A presença desta toxina na estirpe 

Neowestiellopsis persica BACA0089 foi utilizada como controlo para validar a veracidade 

desta análise, 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 análise, constatou-se que a estirpe Aphanizomenonaceae BACA0025 é 

putativamente produtora de Ap T, conforme já havia sido observado. Os outros compostos 

investigados não foram representados devido à presença de apenas um node, no entanto 

verificou-se a produção de Vc por duas estirpes, a Aphanizomenonaceae BACA0025 e 

Aphanizomenonaceae BACA0031.  

De acordo com a literatura disponível, a Vc é um dos principais compostos ativos das 

sementes de Vaccaria segetalis utilizada na medicina tradicional chinesa (Yang et al., 2014), 

devido às suas diversas atividades com potenciais aplicações na área da saúde. Entre essas 

atividades, destaca-se a proteção da barreira intestinal e, consequentemente, a resistência à 

insulina, uma vez que ambas estão inter-relacionadas (Lei et al., 2019; Sun et al., 2021). 

Estudos indicam que este composto melhora a sensibilidade à insulina, tendo mostrando 
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resultados promissores em ratos, com melhorias ao nível da obesidade e nos valores de 

hiperglicemia (Jia & Liu, 2022). Além disto, a Vc está associada à promoção da proliferação 

de células endoteliais, acelerando a angiogénese in vivo, o que torna este composto num 

potencial agente no tratamento contra doenças vasculares (Xie et al., 2015). Também 

existem estudos que relatam a ação da Vaccaria segetalis ao nível da circulação sanguínea e 

da coagulação, não estando especificado o composto responsável pela atividade (Bing et al., 

2024).  

Até ao momento, a produção deste composto estava exclusivamente associada à 

Vaccaria segetalis (Yang et al., 2014), não tendo sido encontrado nenhuma referência a 

outro organismo produtor. Assim, esta é possivelmente uma das primeiras relações entre 

cianobactérias e a potencial produção deste composto. Além disso, na análise genómica, a 

ausência deste composto pode ter surgido por razões semelhantes às observadas na estirpe 

Tolypothrix cf. helicophila BACA0056, ou seja, cortes aleatórios na sequência podem ter 

levado à perda ou à falta de informação genética referente ao BGC de Vc.  

 

 

4.2 Considerações sobre as ferramentas OMIC 
 

No decorrer deste estudo foram utilizadas diversas abordagens OMIC, com o objetivo 

de procurar compostos com atividade antitrombótica. Esta abordagem foi anteriormente 

realizada em cianobactérias, como por exemplo em Verma et al. (2022) e Jeong et al. (2020). 

Inicialmente, para a extração do DNA utilizou-se um protocolo fornecido pelo 

fabricante. No entanto, foi necessário efetuar algumas otimizações na tentativa de obter 

resultados mais robustos, visto que se verificou alguma dificuldade na lise celular e extração 

do DNA genómico. Para tal, utilizaram-se esferas de vidro, que atuam como um agente 

mecânico no rompimento das paredes e membranas celulares, e um disruptor celular 

(TissueLyser), garantindo maior eficiência na lise celular (Nakaune & Nakano, 2006; Smith 

et al., 2011). Estes dois métodos em conjunto facilitaram a degradação da parede celular e 

das bainhas e de exopolissacáridos, e a libertação do conteúdo intracelular para o meio 

extracelular (Gil-Solsona et al., 2021). Algumas estirpes de cianobactérias possuem 

exopolissacáridos em diferentes proporções, o que dificulta a lise celular (Drews & 

Weckesser, 1982). A estes dois métodos, responsáveis pela degradação mecânica, adicionou-

se um tampão de digestão para uma ação enzimática (Guerra et al., 2020; Heikrujam et al., 

2020).  

Para a etapa do Gene Mining, à semelhança de outros autores (May et al., 2020; Leão 

et al., 2021; Lorenzi et al., 2022) recorreu-se ao AntiSMASH para identificar BGCs em cada 

estirpe por comparação às sequências anotadas no banco de dados MIBiG (Medema et al., 

2015). Contudo, para obter resultados mais robustos, para além da informação 
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disponibilizada pelo AntiSMASH, considerou-se importante confirmar os resultados 

obtidos com recurso ao Blast2GO (Paço et al., 2023; Thatcher et al., 2018), tendo sido criado 

uma base de dados com informações 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 questão, considerou-se os resultados de compostos com atividade 

anticoagulante inferiores a este limite estabelecido. 

Na atividade enzimática destinada a avaliar a ação de TAFI, utilizou-se um kit exclusivo 

para uso em investigação. Contudo, apesar de o objetivo da sua utilização ser a deteção de 

compostos nas estirpes em estudo com uma ação semelhante à TAFI, de modo a determinar 

se, além de uma ação benéfica para a saúde com atividade anticoagulante, algum composto 

poderia ter uma ação contrária, não foi identificada nenhuma atividade. Em retrospetiva, 

acredita-se que de todos os métodos implementados neste projeto, este tenha sido o que 

apresentou menor relevância. 

A HR-ESI-LC-MS/MS é altamente sensível e seletiva para a deteção e identificação de 

compostos. Por isso, foi essencial a sua utilização, pois, permitiu confirmar a presença de 

compostos em concentrações muito baixas e identificar análogos, mesmo sem padrões 

disponíveis (Wu et al., 2012; Luz et al. 2024a, 2024b). 

A construção de uma rede molecular foi fundamental, pois, a partir de uma análise in 

silico (Nothias et al., 2020), consolidou-se todas as informações obtidas no Gene Mining e 

na identificação por HR-ESI-LC-MS/MS. A análise de uma rede molecular é amplamente 

utilizada na análise de compostos para a síntese de fármacos (Terstappen & Reggiani, 2001), 

uma vez que ajuda a mitigar problemas associados a tempo e custo, que afetam as abordagens 

in vitro e in vivo (Shaker et al., 2021). Além disso, também já foi aplicado em outras análises 

de compostos produzidos por cianobactérias (Luz et al., 2024a, 2024b; Niveshika et al., 2017; 

Lima et al., 2022).  
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5. Conclusões 
 

5.1 Contributos do trabalho 
 

Este trabalho permitiu constatar que a abordagem utilizada poderá ser implementada 

em pesquisas futuras, pois, permitiu tirar conclusões a respeito da síntese 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 identificação dos BGCs e a análise 

dos compostos produzidos, o que foi fundamental para a obtenção de resultados robustos e 

confiáveis.  

Com base na análise genómica, observou-se uma semelhança entre os genes das estirpes 

Aphanizomenonaceae BACA0025, BACA0031, BACA0109, Pseudoaliinostoc sp. 

BACA0057, Neowestiellopsis persica BACA0089, Purpureonostoc sp. BACA0751 e 

Dulcicalothrix sp. BACA0344 e os BGCs descritos na literatura, sugerindo que estas estirpes 

podem ser capazes de produzir Aps. 

Apesar de não se ter encontrado compostos com atividade anticoagulante como 

desejado por HR-ESI-LC-MS/MS, nem inibição significativa de TAFIa nos extratos, este 

estudo mostrou que as estirpes Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 e Purpureonostoc sp. 

BACA0751 podem ser putativamente produtoras de Mp 1120, que a estirpe 

Aphanizomenonaceae BACA0025 é putativamente produtora Ap T e que a Tolypothrix cf. 

helicophila BACA0056 mostrou-se como sendo possível produtora de Mv A. 

Embora as estirpes selecionadas não exibam aparentemente atividades anticoagulantes 

verificou-se a produção de compostos com atividade interessante como a Mv A e a Vc. A 

Mv A é um composto igualmente importante para a saúde, apesar de não ser eficaz no 

tratamento de tromboses, poderá ser implementada no uso de cosméticos contra a 

hiperpigmentação (Masum et al., 2019; Briganti et al., 2003) e, dada a atividade da tirosina 

na melanogénese, possivelmente, no tratamento contra o cancro da pele (Saud et al., 2022). 

A Vc também possui várias atividades relacionadas com a saúde, ao nível da insulina, de 

patologias gástricas e na proliferação de células endoteliais (Lei et al., 2019; Sun et al., 2021; 

Jia & Liu, 2022; Xie et al., 2015). Assim, apesar de não estar diretamente relacionada com a 

atividade anticoagulante pode de algum modo influenciar indiretamente casos de 

coagulação (Xie et al., 2015; Bing et al., 2024). Estes resultados novos e inesperados são 

igualmente importantes para a ciência.  

Como já havia sido mencionado, a Ap T foi identificada apenas uma vez por Kodani et 

al. (1999) num bloom no lago Teganuma (Japão), não havendo disponível dados referentes 

ao taxa responsável pela síntese deste composto. De acordo com os resultados obtidos neste 

trabalho, a estirpe Aphanizomenonaceae BACA0025 é putativamente produtora deste 
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composto. Apesar de esta estirpe não estar classificada quando ao género, o facto de se ter 

conhecimento de que pertence à família 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 família, que anteriormente resumia-se apenas às Ap I e J 

(Murakami et al., 2000). 

As estirpes Purpureonostoc sp. BACA0751 e Pseudoaliinostoc sp. BACA0057 

aparentam ter capacidade de produzir Mp 1120, que, até então, estava limitada ao género 

Microcystis (Okino et al., 1993; Harada, 2004; Nishizawa et al., 2011). Embora estas estirpes 

não tenham apresentado resultados positivos na cromatografia em relação às Mvs, o seu 

cluster biossintético apresentou semelhanças com os de referência, 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 Tolypothrix não se encontra descrito na bibliografia como produtor 

de Mv. O mesmo se aplica à Vc, identificada nas estirpes Aphanizomenonaceae BACA0025 

e Aphanizomenonaceae BACA0031, pois não se esperava o surgimento deste composto. 

Além disso, como mencionado anteriormente, não foram encontrados estudos que 

indicassem a produção 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 antitrombótica. Contudo, após a análise dos resultados obtidos no AntiSMAH, 

verificou-se a produção de outros compostos com atividade anticoagulante, tendo sido 

relevante a sua incorporação neste trabalho. Esta alteração explica a razão pela qual não 

foram selecionadas estirpes referentes a outros géneros produtores de Mvs e Mps, como 

Anabaena, Nodularia e Microcystis, aquando da seleção das estirpes. Assim, em futuras 

pesquisas seria interessante confirmar se as estirpes pertencentes a estes géneros produzem 

Mvs e/ou Mps. 

Verificaram-se algumas discrepâncias obtidas entre os dados da análise genómica e da 

análise metabolómica. Esta diferença poderá estar relacionada com a inativação dos BGCs, 

isto é, mesmo estando presente, ele pode não estar a ser expresso devido às condições 

ambientais em que a estirpe foi analisada, sendo necessárias outras condições (e.g. stress) 

para ativar estes genes (Kłodawska et al., 2019; Sun et al., 2022). Deste modo, seria 

interessante um estudo no qual se efetuasse alterações ao nível das condições de produção 
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para verificar se alguma condição é responsável por induzir a síntese dos compostos de 

interesse.  

Um dos fatores que também poderá implicar o enviesamento dos resultados é o facto 

da extração 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 secundários excretados que passam a estar no meio de produção (Wienhausen, 

et al., 2017). Uma vez que neste trabalho se analisou apenas a biomassa, alguns compostos 

poderão ter sido eliminados no processamento da biomassa, não tendo sido avaliados. 

Assim, no futuro seria relevante fazer a pesquisa dos compostos não apenas na biomassa, 

como também no exometaboloma. 

Considerando a diversidade taxonómica das estirpes presentes na coleção do BACA 

poderá ainda existir muitos compostos por identificar nestas estirpes, podendo estes estarem 

associados a diversas aplicabilidades na saúde pública. Assim, é essencial continuar esta 

procura na tentativa de aumentar o conhecimento a respeito destes microrganismos e da 

atividade dos seus compostos. Deste modo, está-se a contribuir para o aumento do leque de 

metabolitos secundários com atividades revelantes para a síntese de fármacos.  
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Anexo I  
 

Árvore filogenética da região do 16S rRNA (1062 OTUs, 1393bp). Estão destacadas a negrito as 

estirpes em estudo. Os valores da máxima verossimilhança encontram-se apresentados à frente dos 

nodes (>95%). 
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Anexo II 
 

Protocolo de extração de DNA fornecido pelo fabricante. 
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Anexo III 
 

Códigos disponíveis 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 

 

AEJ86342.1 

 

AQY61081.1 

CAC5344904.1 AFW93812.1 AFW93814.1 AQY61512.1 

MT670293.1 OXM59343.1 AQY60704.1 AQY61513.1 

EF672686.1 PZG52807.1 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 AEJ86343.1  

KOV07829.1 AQY61079.1 AFW93815.1  

KOV35752.1 

 

ABV79987.1 AQY60705.1 
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Anexo IV 
 

Protocolo do ensaio da atividade de TAFI fornecido pelo fabricante. 
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Anexo V 
 

Quantidade e pureza do DNA extraído determinada por espetrofotometria. 

 

 

Amostra
Concentração (µg/mL) 

total
Pureza 260/230 Pureza 260/280

BACA0006 32,5 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 38,9 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 1,27 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 25,4 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 1,27 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 1,33 2,14

BACA0778 24,9 0,945 1,76

BACA0800 158 1,15 1,80
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Anexo VI  
 

Resultado da bioatividade trombótica. 

 

 

 

 
 

 
Figura 1. Curva da cinética enzimática, Michaelis-Menten, referente à semelhança das atividades dos 

compostos das estirpes em estudo com a atividade da TAFIa. D1- 100% água 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 análise da atividade do calibrador e dos controlos. 
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