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RESUMO

A pureza das vesiculas extracelulares (VEs) de Enterococcus foi avaliada pela razido entre a
concentracdo de particulas e proteinas totais, determinadas por qNano e Micro-BCA,
respectivamente. O isolado bruto concentrado apresentou 3,60 x 10° particulas/mL e 362,49 pg/mL
de proteinas, resultando em uma razio de 9,94 x 107 particulas/ug. Segundo os critérios de Webber
e Clayton (2013), esse valor classifica a preparacdo como de baixa pureza. Os resultados sugerem a
presenca de proteinas ndo vesiculares na amostra, indicando a necessidade de etapas adicionais de
purificacdo para reduzir contaminantes e melhorar a qualidade das VEs, favorecendo sua
caracterizacgdo e futuras aplicagdes biotecnoldgicas.
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INTRODUCAO

As vesiculas extracelulares (VEs) bacterianas sdo estruturas nanométricas envolvidas na
comunicacdo celular e no transporte de biomoléculas, com potencial para aplicagdes biomédicas e
biotecnolodgicas (Devati et al., 2025; Konoshenko et al., 2018). O género Enterococcus destaca-se pelas
propriedades imunomoduladoras de suas VEs e pela interacdo com a resposta inflamatéria do
hospedeiro (Chan et al, 2025; Gancino Guevara et al.,, 2026). Entretanto, a obten¢do de VEs com
elevada pureza é desafiadora devido a copurificacdo de proteinas e outros contaminantes durante o
isolamento (Guerreiro et al, 2018; Konoshenko et al., 2018). Nesse contexto, a razdo entre a
concentracio de particulas e proteinas totais constitui uma abordagem quantitativa para avaliar a
pureza das preparagdes (Webber & Clayton, 2013). Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a
pureza de VEs produzidas por Enterococcus por meio dessa razdo, contribuindo para a avaliacdo da
qualidade das preparagoes.

OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a pureza de vesiculas extracelulares produzidas por
Enterococcus por meio da razdo entre a concentracao de particulas e de proteinas totais, contribuindo
para a padronizacao de protocolos de isolamento e caracterizacdo de VEs bacterianas.

METODO
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A cepa de Enterococcus foi reidratada em meio MRS liquido e cultivada a 37 °C, seguida de
isolamento em MRS agar por esgotamento e manutenc¢do por repiques sucessivos a cada 48 horas. A
partir do terceiro repique, uma col6nia isolada foi incubada em MRS liquido a 37 °C e 180 rpm por
12-18 horas; o inéculo foi entdo diluido para ODgg de 0,1 em volume final de 250 mL e cultivado sob
as mesmas condicdes até a fase exponencial (~5 horas).

Para o isolamento das vesiculas extracelulares, a cultura foi clarificada por centrifugacoes
sucessivas a 4 °C (5.000 x g por 10 min e 2.000 x g por 20 min) e filtrada em membranas de 0,45 pm
e 0,22 pm. O sobrenadante foi concentrado em filtro de corte de 100 kDa (5.000 x g por 15 min a 4
°C), ressuspendido em PBS 1X, refiltrado em 0,22 pm e purificado por cromatografia de exclusdo de
tamanho (SEC), na qual descartou-se o volume morto inicial de 2,5 mL e coletou-se a fracao
enriquecida de 2 mL.

A concentracido de proteinas totais foi quantificada pelo ensaio Micro-BCA com padrio de
BSA, enquanto o tamanho e a concentracdo das vesiculas foram mensurados via qNano (técnica TRPS,
nanoporo CPC200). A pureza foi calculada pela razdo entre o nimero de particulas/mL e a
concentragdo proteica (ug/mkL), categorizada segundo os parametros de Webber e Clayton (2013).

RESULTADOS

1. Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo ensaio Micro-BCA utilizando BSA
como padrdo. A curva de calibracdo apresentou comportamento linear crescente, descrito pela
equacdoy=0,00331x+0,13107, com R* = 0,968, indicando adequada linearidade para a quantificacio
proteica (Figura 1). Com base nessa curva, a concentracdo de proteinas totais no isolado de vesiculas
extracelulares de Enterococcus foi de 362,49 ng/mlL, expressa em equivalentes de BSA.

Figura 1

Curva padrdo de proteinas obtida pelo ensaio Micro-BCA
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Nota. Curva padrio de proteinas obtida pelo ensaio Micro-BCA com BSA, apresentando linearidade
crescente entre 0-30 pg/mL. A curva apresentou equacio y = 0,00331x + 0,13107 e R* = 0,968,
indicando boa linearidade e adequacdao do método para quantificacio de proteinas nas VEs de
Enterococcus.

Fonte: Autoria propria (2026).
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2. Quantificacio das vesiculas extracelulares pelo sistema qNano

A quantificacdo e caracterizacdo das vesiculas extracelulares foram realizadas em sistema
gNano (Izon Science), utilizando a técnica Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS), em triplicata. Os
didmetros modais obtidos foram de 201, 92 e 86 nm, com concentragdes de 4,93 x 10'°, 3,66 x 10*° e
2,22 x 10*° particulas/mL, respectivamente. A média das trés analises resultou em diAmetro modal
de 126,3 nm e concentracio de 3,60 x 10*° particulas/mL.

3. Determinacao de pureza

A suspensdo analisada apresentou concentracio média de 1,80 x 10° particulas/mL,
correspondendo a uma razio inicial de 4,97 x 10° particulas/ug de proteina. No isolado concentrado,
foram obtidas 3,60 x 10 particulas/mL e 362,49 pg/mL de proteinas, resultando em uma razio de
9,94 x 107 particulas/pg, classificada como impura. Esse resultado sugere a presenca de proteinas co-
isoladas juntamente as vesiculas extracelulares.

CONCLUSAO

A aplicagdo integrada dos ensaios Micro-BCA e qNano permitiu avaliar a pureza das vesiculas
extracelulares de Enterococcus, obtendo-se 3,60 x 10'° particulas/mL e 362,49 ug/mL de proteinas.
Arazdo de 9,94 x 107 particulas/ug classificou a preparagdo como impura, segundo Webber e Clayton
(2013), sugerindo o co-isolamento de proteinas nao vesiculares. O resultado evidencia limitagdes do
protocolo empregado e indica a necessidade de etapas adicionais de purificacdo para melhorar a
qualidade das preparagoes.
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