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RESUMO

As vesiculas extracelulares (EVs) vegetais apresentam potencial para aplicacdes biotecnoldgicas, mas
sua obtencido depende de protocolos de extracdo adequados. Este estudo comparou trés protocolos
de lavagem do fluido apoplastico (AWF) de folhas de espinafre (Spinacia oleracea): Erlenmeyer (AWF-
E), seringa (AWF-S) e ponteira (AWF-P). As EVs foram caracterizadas quanto ao tamanho e a
concentracido de particulas por TRPS, além do perfil proteico por SDS-PAGE e da concentracdo de
proteinas pelo método BCA. Todos os protocolos permitiram obter EVs predominantemente entre 60
e 100 nm, sem diferenca significativa na concentracdo de particulas. Entretanto, houve diferenca
significativa no rendimento proteico, com maior concentracio no AWF-S (p = 0,005). Assim, o
protocolo por seringa apresentou o melhor desempenho entre os métodos avaliados, embora todos
apresentem elevada complexidade operacional e baixa escalabilidade.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares. Espinafre. Fluido de lavagem apoplasto. Isolamento.
Extracdo.

INTRODUCAO

As vesiculas extracelulares (EVs) sdo estruturas delimitadas por bicamada lipidica, liberadas
por diferentes tipos celulares e envolvidas na comunicacdo intercelular e no transporte de
biomoléculas. Em plantas, essas vesiculas participam de processos de sinalizacdo, defesa contra
patégenos e resposta a estresses ambientais, despertando interesse para diferentes aplicacdes
biotecnoldgicas (Teng et al.,, 2018; Zhao et al,, 2023).

O fluido apoplastico (Apoplastic Washing Fluid - AWF), localizado entre a membrana
plasmatica e a parede celular, constitui uma fonte estratégica para a obtencdo de EVs vegetais,
possibilitando sua recuperagdo sem a necessidade de ruptura celular. Entretanto, diferentes
estratégias de obtencao e recuperacdo do AWF podem influenciar o rendimento e as caracteristicas
das vesiculas obtidas (Jokhio et al., 2024).

Apesar do crescente interesse pelas EVs vegetais, ainda existem diferencas entre os
protocolos utilizados para obtencdo do fluido apoplastico, e a influéncia dessas estratégias sobre o
rendimento das vesiculas obtidas permanece pouco padronizada. Dessa forma, a comparacgio entre
diferentes métodos de lavagem do AWF é relevante para identificar procedimentos mais eficientes e
reprodutiveis, especialmente quando se considera a utilizacdo dessas vesiculas em estudos
biotecnolégicos (Zhao et al.,, 2023; Fang et al.,, 2023).

Diante disso, este estudo teve como objetivo comparar trés protocolos de lavagem do fluido
apoplastico de folhas de espinafre (Spinacia oleracea) para obtencdo de vesiculas extracelulares,
avaliando o tamanho, a concentracao de particulas e o rendimento proteico das EVs isoladas.

OBJETIVO
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Comparar trés protocolos de lavagem do fluido apoplastico de folhas de espinafre (Spinacia
oleracea) para obtencdo de vesiculas extracelulares, avaliando o tamanho, a concentracdo de
particulas e o rendimento proteico das EVs isoladas.

METODO

Foram utilizadas folhas frescas de espinafre (Spinacia oleracea), previamente higienizadas
com agua destilada. Foram avaliados trés protocolos de obtencao do fluido apoplastico: AWF-E, AWF-
S e AWF-P. Nos protocolos AWF-S e AWF-P, as folhas foram submetidas a infiltracdo com PBS sob
pressdo negativa, seguida da recuperac¢io do fluido em seringas de 3 mL ou ponteiras de 1000 pL
adaptadas para centrifugacdo. No protocolo AWF-E, foi realizada lavagem das folhas em solucdo
tampao sob pressdo negativa com auxilio de bomba de vacuo.

Ap6s a obten¢do do AWF, as amostras foram submetidas a centrifugacio diferencial a 500 x g
por 10 minutos, 2.000 x g por 10 minutos e 10.000 x g por 60 minutos, seguida de filtracdo em
membranas de 0,45 e 0,22 pum e concentragdo por ultrafiltracdo utilizando membranas de 100 kDa.
As EVs foram caracterizadas por Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS), para determina¢do do
tamanho e concentracio de particulas, e por SDS-PAGE e BCA, para avalia¢io e quantificacdo proteica.
Os dados foram analisados por ANOVA One-Way, seguida do teste de Tukey, considerando p < 0,05.

RESULTADOS

Figura 1
Caracterizagdo de EVs via TRPS (Qnano):
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Nota. Distribuicdo de tamanho e concentragdo de particulas de EVs isoladas por diferentes protocolos
(AWF-E, AWF-P e AWF-S). (D) Comparacdo da concentra¢do total de particulas/mlL entre os
protocolos. (E) Valores médios de didmetro das vesiculas isoladas, consistentes entre os protocolos,
com particulas predominantemente na faixa de 100 nm. A andlise estatistica (ANOVA One Way +
Tukey) ndo mostrou diferencas significativas (p > 0,05).
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Fonte: Elaboragao proépria (2026).

Figura 2
Andlise e quantificagdo proteica das EVs isoladas
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Nota. (A) Perfil proteico por SDS-PAGE dos protocolos AWF-E, AWF-P e AWF-S. (B) Quantificacdo
proteica por BCA, evidenciando maior rendimento no AWF-S (p = 0,005).
Fonte: Elaboragdo prépria (2026).

A caracterizacdo por TRPS demonstrou que as EVs obtidas nos trés protocolos apresentaram

distribuicdo de tamanho predominantemente entre 60 e 100 nm, sem diferenca significativa entre os
grupos. Da mesma forma, a concentracdo de particulas por mililitro ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre AWF-E, AWF-P e AWF-S, indicando desempenho semelhante
quanto a recuperacao de particulas.
A andlise por SDS-PAGE demonstrou diferencas na intensidade das bandas proteicas entre os
protocolos. Na quantificacdo pelo método BCA, foram observadas diferencas significativas entre os
grupos (p = 0,005), com maior rendimento proteico no protocolo AWF-S, seguido pelo AWF-E,
enquanto o AWF-P apresentou o menor rendimento. Esses resultados indicam que, apesar da
concentracdo de particulas ser semelhante entre os métodos, o protocolo utilizado para obtengao do
AWF influencia o contetido proteico recuperado.

CONCLUSAO

Os trés protocolos avaliados foram capazes de obter vesiculas extracelulares de espinafre
dentro da faixa nanométrica observada, sem diferencas significativas na concentracdo de particulas.
Entretanto, o protocolo AWF-S apresentou o maior rendimento proteico e, nas condi¢coes avaliadas,
mostrou o melhor desempenho entre os métodos testados. Apesar disso, a elevada complexidade
operacional e a baixa escalabilidade dos protocolos representam limitacdes para sua aplicacdo em
maior escala. Os resultados contribuem para a escolha de um protocolo mais adequado para a
obtencdo de EVs de espinafre e fornecem uma base para o aprimoramento das etapas de extragao e
caracteriza¢do em estudos futuros.
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