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RESUMO

Para mitigar os danos do percevejo-marrom (Euschistus heros) na soja, este estudo avaliou um
protocolo de isolamento e purificagio de vesiculas extracelulares bacterianas (bEVs) de
Chromobacterium subtsugae e Bacillus thuringiensis var. kurstaki. Sobrenadantes de cultivos em
biorreator foram submetidos a clarificacdo, ultrafiltracdo e cromatografia de exclusdo por tamanho
(SEC), sendo caracterizados por TRPS, nanocitometria, microscopia eletronica de transmissdo (MET),
SDS-PAGE e proteémica label-free. A SEC promoveu a separacdo efetiva das bEVs em relacdo as
proteinas soltuveis. As bEVs obtidas exibiram didmetros médios similares (~132 nm e ~139 nm) e
altas concentragdes (~2,8 x 102 particulas/mL). Nanocitometria e MET confirmaram a integridade
membranar, morfologia tipica e estabilidade das particulas. As analises por SDS-PAGE e proteémica
comprovaram perfis moleculares distintos entre as fragdes. O protocolo multinivel mostrou-se eficaz,
reprodutivel e robusto, fornecendo uma base promissora para o controle biolégico de E. heros.
Palavras-chave: Vesiculas extracelulares bacterianas; Bioinseticida; Chromobacterium subtsugae;
Bacillus thuringiensis:

INTRODUCAO

A expansao agricola e a busca por praticas sustentaveis tém impulsionado novas estratégias
para o manejo de insetos-praga. Na cultura da soja (Glycine max L.), o percevejo-marrom, Euschistus
heros (Fabricius), destaca-se pelos danos as estruturas reprodutivas e a qualidade das sementes (Cimi
etal., 2026). Nesse contexto, o uso de microrganismos e seus metabdlitos surge como uma alternativa
promissora aos defensivos quimicos convencionais.

Entre os agentes biocontroladores, Chromobacterium subtsugae destaca-se pelo potencial
entomopatogénico e toxicidade oral contra diferentes pragas (Martin et al, 2007). Paralelamente,
Bacillus thuringiensis é reconhecida pela produgio de proteinas inseticidas, demonstrando-se que
toxinas como a Vip3Aa podem ser secretadas via vesiculas de membrana (Zhang et al.,, 2022). As
vesiculas extracelulares bacterianas (bEVs) atuam, assim, como sistemas naturais de concentracao e
transporte de biomoléculas bioativas (Cimi et al., 2026).

Apesar desse potencial, a obtencdo de bEVs enfrenta gargalos metodolédgicos, visto que
diferentes estratégias de isolamento alteram a morfologia, o tamanho, a composicdo proteica e a
coextracdo de contaminantes (Veerman et al, 2021). A auséncia de métodos padronizados
compromete a reprodutibilidade entre estudos (Witwer et al., 2013), destacando-se a cromatografia
de exclusao por tamanho (SEC) como uma abordagem eficaz para separar vesiculas das proteinas
soldiveis do meio (Veerman et al., 2021).
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Embora bEVs de C. subtsugae e B. thuringiensis var. kurstaki tenham demonstrado atividade
bioldgica contra ninfas de E. heros (Cimi et al., 2026), a padroniza¢do de um protocolo de purificacdo
robusto permanece indispensavel. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi aplicar e avaliar um
protocolo de isolamento e purificacdo de vesiculas extracelulares produzidas por Chromobacterium
subtsugae e Bacillus thuringiensis var. kurstaki, visando a obtencdo de preparacdes adequadas para
sua caracterizacdo e para futuras investigacdes de seu potencial no controle bioldgico de Euschistus
heros

OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi aplicar e avaliar um protocolo para o isolamento e
purificacdo de vesiculas extracelulares produzidas por Chromobacterium subtsugae e Bacillus
thuringiensis, visando a obtencdo de preparacdes adequadas para sua caracterizacdo e para futuras
investigacdes de seu potencial no controle biolégico de Euschistus heros.

METODO

Delineamento e condi¢des de cultivo

Trata-se de um estudo experimental destinado a obtencdo e caracterizacdo de vesiculas
extracelulares bacterianas (bEVs) produzidas por Chromobacterium subtsugae e Bacillus thuringiensis
var. kurstaki. As cepas, mantidas a -80 °C em glicerol a 16% (v/v), tiveram sua pureza confirmada em
agar Triptona de Soja (TSA). Culturas-semente foram inoculadas em biorreatores de aco inoxidavel
(volume util de 5 a 50 L) sob aeracao, agitacdo, temperatura, pH e oxigénio dissolvido controlados até
a fase estaciondria, totalizando quatro fermentagdes independentes por espécie (C. subtsugae
cultivada a 28 °C com razao C/N de 15:1; B. thuringiensis a 30 °C com C/N de 8:1).

Isolamento e purificacdo das bEVs

As bEVs foram obtidas dos sobrenadantes por centrifugacdo diferencial (300 X g, 10 min;
2000 x g, 20 min; 7500 X g, 30 min), filtragio em membrana de 0,22 um e concentragdo por
ultrafiltragio (MWCO 3 kDa). As amostras foram purificadas por cromatografia de exclusdo por
tamanho (SEC) em colunas qEVoriginal 35 nm (Izon Science) equilibradas com dPBS. Coletaram-se a
fracdo de vazio (2,5 mL), a fragdo enriquecida em bEVs (2,0 mL) e a fragcdo de proteinas solaveis (6,0
mL), com descarte intermediario de 1,5 mL. A fracdo de bEVs foi re-concentrada a 100 uL por
ultrafiltragdo (MWCO 100 kDa) e armazenada a 4 °C. As vesiculas de C. subtsugae foram classificadas
como vesiculas de membrana externa (OMVs) e as de B. thuringiensis como vesiculas de membrana
citoplasmatica (CMVs), utilizando-se "bEVs" como termo abrangente.

Determinacao do tamanho e concentracao das bEVs

A concentracgao e a distribuicdo de tamanho foram determinadas por tunable resistive pulse
sensing (TRPS; gNano com nanoporo NP150, calibragio com esferas CPC200 e registro minimo de
500 eventos validos/amostra). A integridade membranar foi confirmada por nanocitometria de fluxo
(laser violeta de 405 nm) e por microscopia de fluorescéncia (C. subtsugae), utilizando-se o marcador
lipofilico CellMask™ Deep Red. A morfologia foi avaliada por microscopia eletrénica de transmissdo
(MET; 80 kV, contraste negativo com acetato de uranila a 3%, = 5 micrografias/amostra).

Analise proteica e protedmica

A concentracdo de proteinas totais foi quantificada pelo ensaio BCA e os perfis proteicos foram
analisados por SDS-PAGE a 15% com coloragdo por prata. Para a protedmica quantitativa label-free
(trés réplicas bioldgicas independentes das fracdes de bEVs e proteinas soliveis de cada espécie), as
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proteinas foram digeridas pelo método FASP (Filter-Assisted Sample Preparation) e submetidas a
analise por LC-MS/MS.

Analise estatistica e bioinformatica

As distribui¢cdes de tamanho (TRPS e nanofluorometria) foram comparadas pelo teste de y?
de homogeneidade, enquanto os didmetros (médio e modal) e as concentracdes de particulas foram
avaliados pelo teste t ndo pareado com correcdo de Welch. Os dados protedmicos passaram por
normalizacdo por estabiliza¢do de variancia, imputacdo de valores ausentes e analise de abundancia
diferencial por testes t moderados com correcdo de Benjamini-Hochberg (p,q < 0,05 e

|log,(fold change) | > 1). Realizaram-se analises de PCA, agrupamento hierarquico e
enriquecimento funcional por Ontologia Génica (GO) através dos softwares Izon Control Suite, Flow]o,
Image], Progenesis QI for Proteomics, PEAKS Studio e ambiente R (¢ = 0,05).

RESULTADOS

O protocolo empregado permitiu a obtencdo de fragdes enriquecidas em vesiculas
extracelulares bacterianas (bEVs) de Chromobacterium subtsugae e Bacillus thuringiensis var.
kurstaki, apds as etapas sequenciais de clarificagdo, ultrafiltracdo e cromatografia de exclusio por
tamanho (SEC). A separacao cromatografica possibilitou a recuperacao eficiente de fracoes distintas,
separando as bEVs (etapas iniciais de elui¢do) das proteinas soliveis subsequentes.

A andlise por Rastreamento de Pulsos Resistivos Ajustaveis (TRPS) demonstrou diferencas
significativas na distribuicdo de tamanho das particulas (x* p < 0,0001). As vesiculas de C. subtsugae
apresentaram uma distribuicio mais ampla e com maior frequéncia em faixas menores, enquanto B.
thuringiensis exibiu distribuicdo mais homogénea em faixa intermediaria. Apesar disso, os didmetros
médios foram semelhantes (~132 nm para C. subtsugae e ~139 nm para B. thuringiensis). As
concentracdes finais também mantiveram equivaléncia, atingindo aproximadamente 2,9 x 102
particulas/mL e 2,8 x 10 particulas/mL, respectivamente.

A nanocitometria de fluxo com o marcador lipofilico CellMask™ Deep Red confirmou a
integridade membranar nas fragdes vesiculares. O controle em PBS e a fragdo de vazio apresentaram
sinal de fundo minimo (~0,20%), enquanto as preparacdes de B. thuringiensis e C. subtsugae
registraram 18,0% e 14,3% de positividade, respectivamente (dados corroborados por microscopia
de fluorescéncia). Adicionalmente, a Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) confirmou a
presenca de estruturas vesiculares organizadas: B. thuringiensis apresentou morfologia
predominantemente esférica ou em formato de taca (cup-shaped) e dimensao uniforme, enquanto C.
subtsugae revelou maior heterogeneidade morfolégica e densidade de particulas. Em contrapartida,
as fracdes soluveis exibiram essencialmente material amorfo. Notavelmente, as bEVs de C. subtsugae
preservaram sua integridade morfolégica apés 120 dias de armazenamento a 4 °C.

O perfil proteico em SDS-PAGE evidenciou padrdes nitidamente distintos. Em B. thuringiensis,
as bEVs apresentaram bandas proeminentes na faixa de 30 a 55 kDa, enquanto a fracao soldvel exibiu
ampla distribuicao (15 a 100 kDa). Em C. subtsugae, a fracdo enriquecida em bEVs revelou um perfil
de maior complexidade (bandas entre 10 e 180 kDa), divergente de sua fracdo soluvel.

A andlise protedmica quantitativa label-free reforcou fortemente essa segregacdo. Para B.
thuringiensis, a Andlise de Componentes Principais (PCA) demonstrou separacdo nitida, com o
primeiro (PC1) e o terceiro (PC3) componentes explicando 33,2% e 19,5% da variancia total,
sustentada pela Analise de Agrupamento Hierarquico. Em C. subtsugae, a diferenciagdo entre as
fracdes foi ainda mais pronunciada: PC1 e PC3 explicaram 82,5% e 6,6% da variancia,
respectivamente.

Em conjunto, a concordancia dos parametros fisico-quimicos, ultraestruturais e protedmicos
comprova a eficacia do protocolo multinivel para obter preparacdes purificadas e estaveis de bEVs de
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ambas as bactérias, fornecendo uma base metodoldgica robusta para futuros ensaios de controle
biolégico contra o percevejo-marrom (Euschistus heros).

CONCLUSAO

O protocolo empregado possibilitou o isolamento e a purificagdo de vesiculas extracelulares
bacterianas produzidas por Chromobacterium subtsugae e Bacillus thuringiensis var. kurstaki,
permitindo a obtencio de fracdes enriquecidas em bEVs com elevado grau de pureza. A combinacido
sequencial de clarifica¢do, ultrafiltracdo e cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) garantiu a
efetiva particdo entre as fragdes vesiculares e as fragdes enriquecidas em proteinas soltuveis.

As anadlises por TRPS, nanocitometria de fluxo e microscopia eletrénica de transmissao
ratificaram atributos fisico-quimicos e ultraestruturais caracteristicos de estruturas vesiculares,
enquanto a SDS-PAGE e a protedmica quantitativa demonstraram perfis proteicos distintos em
relacdo a fracdo solavel. Esses achados comprovam a reprodutibilidade e a aplicabilidade da
abordagem metodoldgica para ambas as espécies bacterianas.

Em sintese, o estudo estabelece uma base metodolégica sélida para a obtencdo e
caracterizacdo de bEVs de microrganismos entomopatogénicos. As preparagoes purificadas obtidas
subsidiardo investigac¢des futuras sobre a estabilidade, composi¢ao funcional e mecanismos de acdo
biolégica dessas vesiculas, consolidando seu potencial como ferramentas biotecnoldgicas
promissoras para o manejo integrado do percevejo-marrom (Euschistus heros) na cultura da soja.
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