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RESUMO

As infecgbes do trato urinario (ITUs) associadas a bexiga neurogénica representam
um desafio clinico relevante, especialmente em decorréncia da estase urinaria,
colonizagdo bacteriana persistente e crescente resisténcia antimicrobiana. Nesse
contexto, compostos bioativos naturais tém sido investigados como alternativas
terapéuticas complementares. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
potencial terapéutico do 6leo de Caryocar brasiliense Cambess. em modelo
experimental de bexiga neurogénica associada a infec¢do urinaria, integrando
analises in vitro e in vivo. Para isso, foi utilizado modelo de lesdo medular por
transecgdo completa em ratos Wistar, seguido da indugédo de infec¢do urinaria por
microrganismos uropatogénicos isolados. No ensaio in vivo, os animais foram
distribuidos em cinco grupos experimentais (n = 5/grupo): controle negativo (sem
tratamento), controle positivo (antibioticoterapia) e trés grupos tratados com éleo de
pequi nas doses de 500, 1.000 e 2.000 mg/kg, administradas por gavagem a cada 12
horas. As avaliagdes foram realizadas nos tempos experimentais de 4 e 8 dias,
incluindo analise microbiolégica (UFC/mL), urindlise, parametros hematologicos e
histopatoldgicos. Os resultados demonstraram que o modelo experimental foi efetivo,
com carga bacteriana inicial superior a 10° UFC/mL e presenga de hematuria e déficits
motores. No grupo controle negativo, observou-se progressao da infecgdo com carga
bacteriana média de 5 x 10® UFC/mL no 4° dia e letalidade de 100% no 8° dia. O grupo
tratado com 500 mg/kg nao apresentou reducgao significativa da carga bacteriana, com
valores variando de 1,2 x 10° para 1,4 x 10® UFC/mL. Por outro lado, as doses de
1.000 e 2.000 mg/kg evidenciaram efeito dose-dependente, com redug¢ao da carga
bacteriana de 9 x 10° para 6 x 10° UFC/mL e de 6 x 10° para 4 x 10° UFC/mL,
respectivamente, entre os dias 4 e 8. O grupo controle positivo apresentou redugao
mais expressiva, com depurag¢ao bacteriana completa no 8° dia. A analise da urinalise
demonstrou reducéo progressiva de hematuria, leucocituria e bacteriuria nos grupos
tratados com maiores doses, associada a melhora do perfil fisico-quimico urinario.
Adicionalmente, os parametros hematologicos e histopatoldgicos indicaram
preservagao da integridade renal e hepatica, sugerindo baixa toxicidade do 6leo. No
ensaio in vitro, nao foi observada atividade antimicrobiana direta mensuravel, o que
foi atribuido a limitacdo de solubilidade do 6leo em meio aquoso. Conclui-se que,
embora nao apresente efeito antimicrobiano direto nas condi¢des avaliadas, o 6leo de
Caryocar brasiliense Cambess. demonstra potencial terapéutico relevante in vivo, com
efeito dose-dependente na reducédo da carga bacteriana e modulagdo do processo
inflamatdrio, configurando-se como estratégia complementar promissora no manejo
de infecgdes urinarias em condi¢gdes neurogénicas.

Palavras-chave: Produtos naturais. Modelo experimental. Disfungao vesical.
Atividade anti-inflamatdria. Terapia complementar.



ABSTRACT

Urinary tract infections (UTIs) associated with neurogenic bladder represent a
significant clinical challenge, particularly due to urinary stasis, persistent bacterial
colonization, and increasing antimicrobial resistance. In this context, natural bioactive
compounds have been investigated as complementary therapeutic alternatives. This
study aimed to evaluate the therapeutic potential of Caryocar brasiliense Cambess. oil
in an experimental model of neurogenic bladder associated with urinary tract infection,
integrating both in vitro and in vivo analyses. For this purpose, a complete spinal cord
transection model was performed in Wistar rats, followed by induction of urinary
infection using isolated uropathogenic microorganisms. In the in vivo assay, the
animals were allocated into five experimental groups (n = 5/group): negative control
(untreated), positive control (antibiotic therapy), and three groups treated with pequi oil
at doses of 500, 1,000, and 2,000 mg/kg, administered by gavage every 12 hours.
Evaluations were conducted at experimental time points of 4 and 8 days, including
microbiological analysis (CFU/mL), urinalysis, hematological parameters, and
histopathological assessment. The results demonstrated that the experimental model
was effective, with an initial bacterial load exceeding 10° CFU/mL, along with the
presence of hematuria and motor deficits. In the negative control group, infection
progression was observed, with a mean bacterial load of 5 x 10 CFU/mL on day 4 and
100% mortality by day 8. The group treated with 500 mg/kg showed no significant
reduction in bacterial load, with values ranging from 1.2 x 10®to 1.4 x 10 CFU/mL.

In contrast, the doses of 1,000 and 2,000 mg/kg demonstrated a dose-dependent
effect, with bacterial load reductions from 9 x 10° to 6 x 10° CFU/mL and from 6 x 10°
to 4 x 10° CFU/mL, respectively, between days 4 and 8. The positive control group
showed a more pronounced response, achieving complete bacterial clearance by day
8. Urinalysis revealed a progressive reduction in hematuria, leukocyturia, and
bacteriuria in the higher-dose groups, associated with improvement in physicochemical
urinary parameters. Additionally, hematological and histopathological findings
indicated preservation of renal and hepatic integrity, suggesting low toxicity of the oil.

In the in vitro assay, no measurable direct antimicrobial activity was observed, which
was attributed to the limited solubility of the oil in aqueous media. It is concluded that,
although no direct antimicrobial effect was observed under the tested conditions,
Caryocar brasiliense Cambess. oil demonstrated relevant therapeutic potential in vivo,
with a dose-dependent reduction in bacterial load and modulation of the inflammatory
process, representing a promising complementary strategy in the management of
urinary infections associated with neurogenic conditions.

Keywords: Natural products. Experimental model. Bladder dysfunction. Anti-
inflammatory activity. Complementary therapy.
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1 INTRODUGAO

As infecgbes do trato urinario (ITUs) constituem um importante problema de
saude em individuos com bexiga neurogénica, devido a interagdo de multiplos fatores
fisiopatoldgicos que favorecem a colonizagao bacteriana e a recorréncia infecciosa.
Essa condi¢cdo, frequentemente associada a lesdo medular, esclerose multipla e
espinha bifida, compromete a dinAmica do trato urinario, resultando em esvaziamento
vesical inadequado e necessidade de cateterizagao, fatores diretamente relacionados
a elevada prevaléncia de ITUs nesse grupo (Reasoner et al., 2025; Thomas et al.,
2022; Sarangapani & Hopke, 2024; Singh et al., 2024).

Além da alta incidéncia, as ITUs em pacientes com bexiga neurogénica
apresentam manifestacgdes clinicas inespecificas, o que dificulta o diagndstico preciso
e pode levar tanto ao uso inadequado quanto ao uso excessivo de antimicrobianos
(Garcia, 2023; Wirth et al., 2023). Essas infecgdes impactam significativamente a
qualidade de vida, restringindo atividades diarias e aumentando a morbidade, além de
representarem uma das principais causas de hospitalizagdo nessa populagdo, com
relevante impacto socioeconémico (Fitzpatrick et al., 2025; Thomas et al., 2022).
Diante desse cenario, estratégias de manejo mais eficazes tornam-se necessarias,
incluindo melhorias diagnodsticas, medidas preventivas e abordagens terapéuticas
mais direcionadas (Martinez et al., 2022).

Do ponto de vista fisiopatologico, a relagdo entre lesdo medular, bexiga
neurogénica € complexa e envolve a interrupgdo dos mecanismos neurais
responsaveis pelo controle da micgdo. Essa desregulagdo compromete a
coordenagao entre o musculo detrusor e os esfincteres uretrais, resultando em
retengdo urinaria, aumento da pressao vesical e dissinergia funcional, condigdes que
favorecem a infec¢do e suas complicagbes (Perez et al., 2022). Adicionalmente, a
inespecificidade dos sinais clinicos nesses pacientes contribui para diagnosticos
imprecisos e para a utilizagao recorrente de antibiéticos (Fitzpatrick et al., 2023; Wirth
et al., 2024).

Nesse contexto, a Escherichia coli, particularmente as cepas uropatogénicas
(UPEC), destaca-se como o principal agente etiolégico das ITUs. Sua elevada
patogenicidade esta relacionada a expressao de fatores de viruléncia, como adesinas,

invasinas e capacidade de formacdo de biofilme, que favorecem a colonizagao,

15



persisténcia e recorréncia das infecgcoes (Gebremedhin et al., 2025; Miroshnikova et
al.,, 2025). A formagado de biofilmes, em especial, representa um importante
mecanismo de resisténcia as terapias antimicrobianas, dificultando a erradicagao
bacteriana e contribuindo para a cronicidade do quadro infeccioso (Liao, 2023;
Miroshnikova et al., 2025; Pellerin et al., 2024).

A limitacdo dos tratamentos convencionais, associada ao aumento da
resisténcia antimicrobiana e aos efeitos adversos das terapias sintéticas, tem
impulsionado a busca por alternativas terapéuticas baseadas em compostos bioativos
naturais. Substancias derivadas de plantas apresentam propriedades antimicrobianas
e anti-inflamatérias relevantes, configurando-se como estratégias promissoras no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas mais seguras e sustentaveis
(Ahmed et al., 2025; Dixit et al., 2025; Garg et al., 2025; Badaluta et al., 2025).

Entre essas alternativas, destaca-se o Caryocar brasiliense Cambess.,
conhecido como pequi, cujo 6leo apresenta elevada concentragdo de acidos graxos
insaturados, carotenoides, compostos fendlicos e tocoferois. Esses componentes
estdo associados a propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas,
com potencial de modulacdo de mediadores inflamatdrios e redugcdo do estresse
oxidativo (Guedes et al., 2017; Torres et al., 2018; Silva et al., 2023). Evidéncias
experimentais e etnomedicinais indicam ainda seu potencial terapéutico em diferentes
condigdes clinicas, incluindo processos inflamatérios e infecciosos (Almeida-Bezerra
et al., 2022; Pegorin et al., 2020; Roll et al., 2018; Nascimento-Silva & Naves, 2019).

Apesar desses achados, ainda sao limitadas as investigagdes que avaliam o
efeito do 6leo de pequi em modelos experimentais que reproduzam condigdes clinicas
complexas, como a infecg¢ao urinaria associada a bexiga neurogénica. Nesse sentido,
a utilizacdo de modelos animais representa uma abordagem relevante para
compreender as interacdes entre disfungao vesical, infecgdo bacteriana e resposta
terapéutica, ampliando o potencial translacional dos achados (Nematizadeh et al.,
2019). Dessa forma, o presente estudo propde avaliar a atividade antimicrobiana do
o0leo de Caryocar brasiliense Cambess. em modelo experimental de bexiga

neurogénica, integrando analises in vitro e in vivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21 O Pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess.): Aspectos Bioldgicos,

Ecolbgicos e Socioeconémicos

O Caryocar brasiliense Cambess., popularmente conhecido como pequi,
destaca-se como uma das espécies arbdéreas mais emblematicas do Cerrado
brasileiro, apresentando relevancia multifacetada que abrange desde o equilibrio
ecolégico até o desenvolvimento socioeconémico regional (Pinto et al., 2016; Fonséca
et al., 2025). Sua ampla distribuicao geografica no bioma é sustentada por adaptacoes
morfofisioldgicas robustas, que permitem a sobrevivéncia em solos acidos e a
resiliéncia a periodos de déficit hidrico acentuado (Scalon et al., 2020; Pereira;
Peixoto, 2023).

A espécie possui porte arbéreo com copa caracteristica, cujas folhas
apresentam morfologia trifoliolada adaptada as condigbes ambientais locais (Menezes
Filho, 2020). Além de sua arquitetura foliar, a planta atua como um "super-hospedeiro"
para diversas comunidades de insetos herbivoros e galhadores, evidenciando sua
complexidade nas interagdes troficas do Cerrado (Fernandes, 2004; Fernandes et al.,

2025), conforme ilustrado na sequéncia de registros da Figura 1.

Figura 1. Aspectos morfolégicos do pequi (Caryocar brasiliense Cambess), destacando sua

copa, flores e frutos. Fonte: todafruta.com.br.

O fruto é uma drupa globosa composta por um exocarpo espesso € um
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endocarpo que pode ou nao apresentar espinhos, variagdo esta que demonstra a
diversidade genética da espécie (Gomes et al., 2022). O mesocarpo (polpa) € rico em
compostos fendlicos e possui propriedades termodinamicas e nutricionais que variam

conforme o processamento (Souza et al., 2019; Nascimento-Silva et al., 2020).

O perfil lipidico do pequi, extraido tanto da polpa quanto da améndoa, é alvo de
estudos avangados por sua composig¢ao rica em acidos graxos essenciais (Mateus et
al., 2023). Pesquisas indicam que a suplementacdo com oleo de pequi pode reduzir
niveis de colesterol e fragbes de LDL, além de apresentar efeitos anti-inflamatérios em
modelos de lesdo pulmonar e em tecidos residuais da polpa (Silva et al., 2020;
Coutinho et al., 2020; Fracasso et al., 2023).

O conhecimento tradicional sobre o pequi € profundo, especialmente entre
comunidades quilombolas e extrativistas, onde o fruto € base da seguranga alimentar
e geragao de renda (Pinto et al., 2016). Para além da culinaria icbnica do brasil central,
o 6leo de pequi tem sido explorado na industria de fitocosméticos, aproveitando suas
propriedades emolientes e protetoras para o desenvolvimento de produtos

enriquecidos (Pegorin et al., 2020)
2.2 Variabilidade Regional e Interespecifica no Género Caryocar

O género Caryocar integra a familia Caryocaraceae, cujos aspectos
fitoquimicos e biologicos revelam um vasto potencial terapéutico (Ascari et al., 2013).
Embora o Caryocar brasiliense Cambess. (pequi) seja a espécie mais difundida,
outras variedades como o C. villosum (piquid) e o C. coriaceum (pequi-do-nordeste)
apresentam propriedades botanicas e etnomedicinais significativas (Almeida-Bezerra
et al.,, 2022). O piquia (C. villosum), em particular, possui uma anatomia foliar e
potencial fitoquimico que o posicionam como uma fonte importante de compostos

bioativos na regido amazodnica (Tostes et al., 2019; Souza et al., 2024).

A composigao quimica dessas espécies nao € estatica; ela € moldada por uma
interacdo complexa entre gendtipo, fatores edafoclimaticos e variacbes geograficas
(Karimi et al., 2020; Liu et al., 2018). Estudos em diversas espécies vegetais reforcam

que a altitude, o clima e as condi¢cdes do solo sdo determinantes na plasticidade
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fenotipica e no perfil de metabdlitos secundarios (Ouarghidi et al., 2025; Gasi¢ et al.,
2023). No caso do pequi, a procedéncia geografica influencia diretamente o conteudo
energético, lipidico e a composigao de polifendis da polpa (Nascimento-Silva et al.,
2022).

A variabilidade dentro da espécie Caryocar brasiliense Cambess. € evidente
em seus tracos morfométricos e genéticos (Hernandez et al., 2020). Um exemplo
notavel € a ocorréncia de gendétipos que produzem frutos com ou sem espinhos no
endocarpo, apresentando divergéncia genética e correlagdes morfologicas distintas
(Gomes et al., 2022). Além disso, 0 manejo tradicional realizado por comunidades
locais tem demonstrado afetar a diversidade fenotipica de frutos com importancia

econdmica no Cerrado (Sousa Junior et al., 2018).

A producao de compostos bioativos no pequi responde fortemente a estimulos
externos e ciclos sazonais. A variagao sazonal influencia a sintese de fendis e
flavonoides, como observado em folhas de Caryocar brasiliense Cambess., onde a
presencga de galhas (induzidas por insetos) altera o perfil quimico em comparacgéo a
folhas sadias (Teixeira; Ferreira, 2021). Essa resposta adaptativa € comum na familia
Caryocaraceae, onde variagcdes morfoanatdmicas foliares podem moldar a resisténcia

contra herbivoros (Xu et al., 2025).

A época de coleta e o estagio fenologico da planta sdo cruciais para a
padronizacao de extratos. Assim como em outras espécies tropicais, a variabilidade
sazonal pode alterar drasticamente o quimiotipo de dleos essenciais e a concentragao
de terpenos (Cruz et al., 2022). No Caryocar brasiliense Cambess., pesquisas
recentes focam na identificacdo de genes putativos da terpeno sintase e na analise
quimica dos principais componentes do exocarpo, visando entender a biossintese

desses compostos (Trindade et al., 2026).

A influéncia do ambiente sobre o perfil quimico € um fendmeno amplamente
documentado, onde a época de crescimento e a zona agroambiental configuram os
perfis de metabdlitos primarios e secundarios (Kyratzis et al., 2021; Bazargani et al.,
2021). Essa relagado entre o habitat e o fendtipo quimico (quimiotipo) é fundamental

para garantir a eficacia de aplicagdes farmacoldgicas (Thomya et al., 2023; Dehghani
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et al., 2025).
2.3 Atividades Biolégicas do Pequi
2.3.1 Atividade Anti-inflamatdria e Mecanismos Moleculares

Os efeitos anti-inflamatoérios do Caryocar brasiliense Cambess. sao
amplamente documentados, com evidéncias de que o0 Oleo e seus extratos modulam
a migragao de neutrofilos e a produgao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-183,
IL-6), enquanto elevam citocinas reguladoras como a IL-10 (Silva et al., 2023;
Figueiredo et al., 2025). Jorge et al. (2020) demonstraram redugéo significativa da

inflamacéao e da dor em modelos de pleurisia.

A ciéncia atual destaca o uso de sistemas de entrega de farmacos, como
nanoemulsdées baseadas em d6leo de pequi, que modulam a inflamagdo em lesdes
pulmonares agudas e demonstram alta biocompatibilidade in vitro e in vivo (Coutinho
et al., 2020; Pinheiro et al.,, 2022). O mecanismo molecular central envolve a
supressao da via de sinalizagdo NF-kB, similar ao observado em outros triterpenoides
naturais (Yue et al., 2024; Zhao et al., 2022).

2.3.2 Atividade Antioxidante e Metabodlica

O oleo de pequi, rico em acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e
carotenoides, exerce protegcao contra o estresse oxidativo e a resisténcia a insulina
em modelos de obesidade (Moreno et al., 2023). Em atletas, o consumo do 6leo
reduziu marcadores inflamatorios e a presséao arterial pds-exercicio (Miranda-Vilela et
al., 2009). Além disso, o 6leo da améndoa e da polpa protege contra danos hepaticos
agudos induzidos por agentes quimicos e previne anemia e estresse oxidativo

relacionados ao envelhecimento (Torres et al., 2016; Roll et al., 2018).
2.3.3 Atividade Analgésica e Antinociceptiva

A capacidade antinociceptiva do pequi estende-se a diferentes partes da planta.
Enquanto o 6leo da polpa reduz a hiperalgesia mecanica (Pinheiro et al., 2022),
evidéncias recentes apontam que a casca da raiz de Caryocar brasiliense Cambess.

€ utilizada tradicionalmente e validada farmacologicamente para o controle da dor e
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inflamacéao (Maciel et al., 2025). No caso do Caryocar coriaceum, o extrato da polpa

demonstrou efeito eficaz em modelos de artrite induzida (Oliveira et al., 2015).
2.4 Segurancga, Toxicidade e Sustentabilidade

O odleo de pequi é classificado como de baixa toxicidade aguda (DL50 > 2000
mg/kg), nao apresentando efeitos genotdxicos ou clastogénicos (Figueiredo et al.,
2025). Além do dleo purificado, o residuo da polpa tem se mostrado uma matéria-
prima sustentavel com perfil toxicologico seguro e efeito anti-inflamatério preservado
(Fracasso et al., 2023). No entanto, a eficacia e seguranga podem variar conforme a
diversidade fenotipica dos frutos, que é influenciada pelo manejo tradicional e pela
variabilidade genética entre gendtipos com e sem espinhos no endocarpo (Sousa
Junior et al., 2018; Gomes et al., 2022).

2.5 Bexiga Neurogénica Pés-Lesao Medular

A disfuncédo do trato urinario inferior neurogénico (DTUIN) apdés uma lesao
medular (LM) € uma condi¢ao cronica que impacta severamente a saude sistémica. O
manejo moderno foca na protecao do trato superior e na superagéo de desafios como

a resisténcia antimicrobiana (Perez et al., 2022; Myers et al., 2019).

A miccao fisioldgica € um processo complexo que exige a coordenacgao precisa
entre os sistemas nervosos simpatico (originado nos niveis T10-L2), parassimpatico e
somatico (ambos com centros nos niveis S2-S4). No entanto, a lesdo medular (LM)
interrompe essas vias de comunicagdo, desencadeando um processo de
reorganizacgao reflexa. Apos a fase inicial de choque medular, fibras C aferentes, que
em condicbes normais permanecem em estado ‘“silente", tornam-se
mecanossensiveis. Esse fendbmeno passa a mediar contragcdes involuntarias do
musculo detrusor, alterando permanentemente a dindmica miccional do paciente
(Shimizu et al., 2023).

Somado a alteragdo dos reflexos, ocorrem mudangas significativas no
microambiente molecular da bexiga. Observa-se um aumento na expressao de fatores
neurotréficos, como o NGF (Fator de Crescimento Nervoso) e o BDNF (Fator

Neurotrofico Derivado do Cérebro), tanto no urotélio quanto no detrusor. Essa sobre-
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expressao promove uma hiperexcitabilidade neuronal crénica, que € um dos principais
mecanismos contribuintes para o desenvolvimento da Hiperatividade Detrusora
Neurogénica (HDN) (Shimizu et al., 2023; Perez et al., 2022).

Clinicamente, o comportamento da disfungcao é classificado de acordo com o
nivel da lesao neuroldgica. As lesdes suprassacrais geralmente resultam em um
quadro de HDN associado a Dissinergia Detrusor-Esfincter (DSD), uma condicao de
alto risco onde a bexiga e o esfincter se contraem simultaneamente, elevando a
pressao intravesical. Por outro lado, as lesdes sacrais tendem a interromper o arco
reflexo miccional, levando a arreflexia detrusora, caracterizada pela perda da

capacidade de contragado da bexiga (Hamid et al., 2018; Torres et al., 2025).

A relacéo entre a Bexiga Neurégena (BN) e a incidéncia de Infec¢des do Trato
Urinario (ITU) é direta e multifatorial. A disfun¢cdo neurolégica compromete o
esvaziamento completo da bexiga, gerando um quadro de estase urinaria que serve
como meio de cultura para patégenos. Além disso, a falha na integridade da barreira
urotelial, comum nesses pacientes, facilita a adeséo e a invasao bacteriana, tornando

as infecgdes recorrentes um dos principais desafios clinicos no manejo da BN.

No ambito dos desafios terapéuticos, a Escherichia coli uropatogénica (UPEC)
destaca-se como o agente etiolégico predominante. Este patdgeno possui uma
notavel capacidade de formar biofilmes, estruturas que conferem protecao contra o
sistema imune do hospedeiro e elevam significativamente a resisténcia aos
antibidticos convencionais. Essa crescente multirresisténcia bacteriana tem limitado
as opgdes de tratamento e impulsionado a busca por novas estratégias
farmacolégicas (SABIH; LESLIE, 2023).

Nesse contexto, o uso de alternativas naturais, como o d6leo de pequi,
apresenta-se como uma via promissora para o manejo dessas complicagoes.
Evidéncias sugerem que sua eficacia pode estar relacionada a presenca de
fitocitocinas, que atuam na modulagao da resposta imune e na reducgao da inflamacgao
vesical crénica. Essa abordagem terapéutica, ao interferir na sinalizagao de citocinas,
pode auxiliar no controle do dano tecidual e oferecer uma camada adicional de

protecao ao trato urinario de individuos com vulnerabilidade neurolégica (HENSHAW
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et al.,, 2021; SILVA et al., 2023).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo de Caryocar brasiliense Cambess.
no tratamento da infeccdo do trato urinario em modelo experimental de bexiga

neurogénica em ratos.

3.2 Especificos

e Analisar a composig¢ao quimica do 6leo de pequi;

e |solar e caracterizar os microrganismos presentes na urina de ratos submetidos
a inducao experimental de bexiga neurogénica;

e Avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana do 6leo de Caryocar brasiliense
Cambess., por meio da determinagcédo da concentracao inibitéria minima (CIM)
e da concentracdo bactericida minima (CBM) frente aos microrganismos
isolados;

e Analisar os efeitos in vivo e post mortem do tratamento sobre parametros
clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e histopatoldgicos, visando a avaliagao
integrada das repercussdes sistémicas e teciduais nos diferentes grupos

experimentais.

4 METODOLOGIA
4.1 Produto vegetal

O dleo virgem da polpa de pequi (Caryocar brasiliense Cambess.) foi adquirido
comercialmente de fornecedor qualificado (Amazon Qil®), devidamente autorizado
para comercializacao do produto. O material apresentou certificado de analise fisico-
quimica (Anexo A), com parametros de qualidade previamente validados, atendendo
as especificagdes estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira.

4.2 Derivatizagao do éleo de pequi para CG-MS

Para a esterificagcdo das amostras, utilizou-se o método de metilagao a frio
(AOCS, Official Methods, Ce 2-66, 2009), onde os ésteres metilicos dos acidos graxos
presentes nos 6leos foram obtidos. Pesou-se 0,1 g do 6leo em um tubo e, em seguida,
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adicionou-se 3 mL de n-hexano e 0,5 mL de solucdo de hidroxido metandlico de
potassio 0,5 N. Posteriormente, agitou-se vigorosamente por 1 minuto em aparelho
vortex e centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 minutos. Retirou-se 500 uL da fase

hexanica e foi adicionado 500 uL de hexano em vial.

4.3 Analise do o6leo de Pequi por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS)

As analises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas com ionizagao por elétrons (CG—-EM) foram realizadas em um cromatégrafo
a gas GC-MS-QP-2010 (Shimadzu, Japao), equipado com auto injetor AOC-20i, no
Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais no Instituto
de Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araraquara, SP, Brasil.
Utilizou-se uma coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). O hélio foi
empregado como gas de arraste, com vazao constante de 1,0 mL min~'. As amostras
foram injetadas com volume de 1 uL, em modo split, com razdo de divisao 1:50,
mantendo-se a temperatura do injetor em 270 °C. O programa de temperatura do forno
cromatografico iniciou-se em 140 °C, mantida por 3 minutos, seguida por um aumento
de temperatura a razdo de 3 °C min™" até 320 °C, permanecendo nessa temperatura
por 10 minutos. O tempo total da corrida cromatografica foi de 73 minutos. O
espectrometro de massas operou em modo de ionizagcao por impacto eletrénico (El),
com energia de ionizacado de 70 eV. A temperatura da fonte de ions foi mantida em
270 °C, enquanto a temperatura da interface foi ajustada para 280 °C. O tempo de
corte do solvente (solvent cut time) foi fixado em 4 minutos. A aquisicao dos dados foi
realizada no modo full scan, com faixa de varredura de m/z 35 a 700 Da. A
identificacdo dos compostos foi realizada com base na comparagéo com espectros de
massas da biblioteca NIST Chemistry (National Institute of Standards and

Technology), junto a analise dos indices de retengdo dos compostos.

4.4 Modelo cirurgico experimental — Inducao da Bexiga Neurogénica
Para a indugdo do modelo experimental de bexiga neurogénica, foram
utilizados trés ratos machos, da espécie Rattus norvegicus, variedade albinus,

linhagem Wistar, com 60 dias de idade, provenientes do Biotério e Centro de
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Experimentacdo Animal — BCEA/UFMA. Os animais foram mantidos em gaiolas
padrdo, sob condi¢des controladas de temperatura (22 £ 2 °C), ciclo claro/escuro de
12 horas e acesso ad libitum a ragéo e agua.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos em conformidade
com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL) e do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Maranhdo (protocolo n°® 23115.002717/2023-07 - Anexo
B).

Para indugcdo do modelo experimental, os animais foram submetidos ao
protocolo pré-anestésico por via intraperitoneal, utilizando cloridrato de
dexmedetomidina (50 mg/kg), cloridrato de midazolam (7 mg/kg) e cloridrato de
tramadol (5 mg/kg). A manutengao em plano anestésico foi realizada com isofluorano
a 2%, administrado por mascara facial. Apos confirmagéo da anestesia profunda, os
animais foram posicionados em decubito ventral, com membros toracicos e pélvicos
estendidos, sendo realizada tricotomia da regido dorsal seguida de antissepsia com
solugao de clorexidina a 2%. O procedimento cirdrgico consistiu na realizagcdo de
laminectomia entre as vértebras T12 e T13, com auxilio de microalvel6tomo, seguida
de transeccado completa da medula espinhal, conforme descrito por Silva et al. (2007).
O fechamento cirurgico foi realizado por planos anatbmicos, com sutura da
musculatura e da pele.

No pds-operatério, foi instituida analgesia com cloridrato de tramadol (10
mg/kg, via intramuscular), administrado imediatamente apds o procedimento cirargico
e mantido trés vezes ao dia durante trés dias. A avaliagéo funcional foi realizada 24
horas apdés a cirurgia, utilizando a escala de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) (Basso
et al., 1995), em arena padronizada (90 cm de didmetro, 7 cm de altura, ambiente
silencioso e com fundo escuro). Foram incluidos nas etapas subsequentes apenas os
animais que apresentaram escores entre 0 e 2, compativeis com perda de motricidade
e disfuncao vesical, caracterizando o modelo de bexiga neurogénica.

Em seguida, os animais foram submetidos a eutanasia por superdosagem
anestésica, utilizando cloridrato de cetamina (240 mg/kg) e cloridrato de xilazina (30

mg/kg), administrados por via intraperitoneal. Apds a confirmacgdo do 6bito, os animais
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foram posicionados em decubito dorsal sob capela de fluxo laminar, e em seguida foi
realizada a antissepsia da regido pélvica com solugdo de clorexidina a 2%,
procedendo-se a cistocentese. O procedimento consistiu em punc¢éo transabdominal
com agulha de 0,6 mm de didmetro, inserida em &angulo de 45° na regido
retroperitoneal e direcionada a base da bexiga, permitindo a aspiragao asseéptica da
urina. As amostras coletadas foram imediatamente acondicionadas em tubos estéreis

e encaminhadas para analise laboratorial e para urocultura (Figura 2).

Pré-operatorio e Etica Protocolo Cirdrgico  Cuidados
Pés-operatdrios
ANESTESIA AVALIAGAO FUNCIONAL (24h)
IP: Dexmedetomidina, Midazolam, Tramadol ANALGESIA: Arena padronizada
f INAL: Isofluorano 2% Tramadol IM (10 mg/kg) il
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Figura 2. Desenho experimental para indugdo de bexiga neurogénica em ratos Wistar. Os
animais foram mantidos em condi¢des controladas e submetidos a anestesia, seguida de
laminectomia em T12-T13 com transec¢ao medular completa. No pds-operatoério, receberam
analgesia e foram avaliados funcionalmente apds 24 h pela escala BBB. Posteriormente,
realizou-se eutanasia, coleta asséptica de urina e processamento das amostras para analise
laboratorial. Imagem gerada pelo Gemini Pro 3.0.

4.5 ldentificagao e caracterizagao bioquimica de microrganismos isolados da
urina em modelo experimental de bexiga neurogénica
4.5.1 Urocultura, isolamento e identificagcao bioquimica

A quantificagdo bacteriana foi realizada pela técnica de semeadura em
superficie, utilizando alg¢a calibrada de 1 yL (0,001 mL), em agar Mueller-Hinton. As
amostras foram previamente homogeneizadas e semeadas em ftriplicata. Apds a
inoculagao, as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. A contagem das colbnias
foi expressa em unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL), sendo

considerado crescimento bacteriano aquele igual ou superior a 10° UFC/mL. As
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colénias isoladas foram submetidas a identificagcdo bioquimica utilizando o sistema
Enterokit B, composto por trés meios diferenciais. O meio EPM (Eosina, Peptona e
Manitol) permitiu avaliar a fermentacdo da glicose com ou sem producéo de gas, a
producao de sulfeto de hidrogénio (H,S), a hidrdlise da ureia e a desaminagao do
triptofano. O meio MILi (Motilidade, Indol e Lisina) foi utilizado para avaliar a motilidade
bacteriana, a producdo de indol e a descarboxilagdo da lisina. O meio Citrato de
Simmons permitiu verificar a capacidade do microrganismo em utilizar o citrato como
unica fonte de carbono.

A leitura dos testes bioquimicos foi realizada ap6s 24 horas de incubacao a
35 °C. A interpretagao dos resultados foi conduzida de forma integrada, considerando
o perfil bioquimico obtido e a capacidade de fermentacédo da lactose observada no
meio de isolamento, permitindo a identificacdo de enterobactérias com base em

critérios microbiologicos classicos.

4.6 Teste de Susceptibilidade Bacteriana — Antibiograma

As amostras de urina foram coletadas em condi¢gdes assépticas e
imediatamente acondicionadas em recipientes estéreis, sendo mantidas sob
refrigeragao (2—8 °C) até o momento do processamento laboratorial. Em seguida, as
amostras foram encaminhadas ao laboratério especializado CERNITAS para
realizagcao das analises microbiologicas.

A identificacdo bacteriana e o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
foram realizados por meio de sistema automatizado, conforme protocolos
padronizados do laboratorio. Esse método baseia-se na detecgdo do crescimento
bacteriano na presenca de diferentes concentragcdes de antimicrobianos, permitindo a
determinacao do perfil de sensibilidade ou resisténcia dos microrganismos isolados.

Os resultados foram expressos em laudo microbiolégico contendo a
identificagdo do agente etiologico e o perfil de suscetibilidade, classificado como
sensivel, intermediario ou resistente, de acordo com critérios interpretativos

padronizados para testes automatizados de susceptibilidade bacteriana.

4.7 Avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo de pequi in vitro

As culturas bacterianas isoladas da urina de ratos com bexiga neurogénica
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foram inicialmente inoculadas em 5 mL de caldo Mueller-Hinton (MH, BD Difco™,
EUA) e incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Apds esse periodo,
foi preparado um inéculo bacteriano padronizado, ajustado a turbidez equivalente a
0,5 na escala de McFarland (=1,5 x 102 UFC/mL). Para o ensaio de microdiluicdo em
caldo, aliquotas de 50 pL do in6culo foram adicionadas a placas estéreis de 96 pogos,
conforme a distribuicdo experimental: coluna 1, controle negativo (meio + inéculo);
coluna 2, controle positivo (meio + antibidtico padrao + indculo); coluna 3, controle de
esterilidade do meio (meio sem inoculo); e colunas 4 a 12, contendo as diluices
seriadas do 6leo de pequi, acrescidas de meio de cultura e inoculo.

As diluicbes seriadas foram realizadas na razao 1:2, em duplicata, com
volume final de 200 pL por poco. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata
bioldgica e técnica. Apds o preparo, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
Em seguida, foram adicionados 30 pL de solugédo de resazurina a 0,03% (m/v) em
cada po¢o, seguidos de nova incubagao por 30 minutos.

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentracéo do 6leo de pequi capaz de inibir o crescimento bacteriano, evidenciada
pela auséncia de alteracdo da coloragao da resazurina (azul indicando auséncia de
crescimento e rosa indicando crescimento bacteriano). Para a determinacdo da
Concentragdo Bactericida Minima (CBM), aliquotas de 10 pL dos pogos
correspondentes ao ensaio de CIM foram semeadas em placas de Petri contendo agar
Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C por 24 horas. A CBM foi definida como a menor
concentracdo do 6leo de pequi capaz de promover redu¢cao 290% do crescimento
bacteriano, evidenciada pela auséncia de colénias visiveis na superficie do meio de

cultura.

4.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo de pequi in vivo

O desenho experimental in vivo esta ilustrado na Figura 3,
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Figura 3. Delineamento experimental do estudo in vivo para avaliacdo do 6leo de pequi em
modelo de bexiga neurogénica. Apds 24 horas da indugao cirurgica, foi realizada coleta inicial
de urina por massagem vesical sob fluxo laminar, sendo observada hematuria intensa como
confirmagao do modelo. Os animais foram entao randomizados em cinco grupos (n = 5/grupo):
controle positivo (antibidtico), controle negativo, e tratados com 6leo de pequi nas doses de
500, 1.000 e 2.000 mg/kg. Os tratamentos foram administrados por gavagem a cada 12 horas.
Os animais foram avaliados nos tempos de 4 e 8 dias, com eutanasia e coleta final de
amostras. Foram realizadas analises microbioldgicas (urocultura com diluicbes seriadas e
contagem de UFC/mL), urinalise (avaliagao fisico-quimica e microscopia do sedimento) e
analises hematoldgicas e histoldgicas (hemograma completo e avaliagdo morfoestrutural de
bexiga, rim e figado). Imagem gerada pelo Gemini Pro 3.0.

4.8.1 Delineamento Experimental
Apods a indugdo do modelo cirurgico experimental, transcorridas 24 horas, foi
realizada a coleta de urina por esvaziamento vesical, mediante massagem da bexiga,
em capela de fluxo laminar. Durante essa avaliagao inicial, observou-se clinicamente
intensa hematuria, Em seguida, os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco
grupos experimentais (n = 5 por grupo): (I) grupo controle positivo, tratado com
amoxicilina com clavulanato na dose 14 mg/kg/BID; (Il) grupo controle negativo, sem
tratamento; (1) grupo tratado com 6leo de pequi na dose de 500 mg/kg; (IV) grupo
tratado com 6leo de pequi na dose de 1.000 mg/kg; e (V) grupo tratado com dleo de
pequi na dose de 2.000 mg/kg.
Cada grupo experimental foi subdividido em dois tempos de avaliagao: 4 e 8

dias apos a indugéo e tratamentos correspondentes. Dessa forma, trés animais de
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cada grupo foram eutanasiados no 4° dia e os demais foram eutanasiados no 8° dia
do experimento. Os tratamentos foram administrados por via oral, (gavagem), tanto
para o antibiotico (amoxicilina com clavulanato — dose de 14 mg/Kg/BID) quanto para
0 Oleo de pequi nas diferentes doses avaliadas. A administracdo foi realizada em
intervalos de 12 horas, ao longo de todo o periodo experimental correspondente a

cada tempo de avaliacao.

4.8.2 Urocultura

Ao final de cada periodo experimental (4 e 8 dias apds a indugao do modelo e
inicio do tratamento), foi realizada a coleta de urina por cistocentese, em condi¢des
assépticas. As amostras foram submetidas a diluicdes seriadas em solucéo salina
estéril a 0,9%, nas proporgdes de 107", 1072, 1072 e 107*. Em seguida, aliquotas de
100 pyL de cada diluicdo foram semeadas em placas contendo agar MacConkey,
utilizando a técnica de espalhamento em superficie.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés o periodo de incubacao,
foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC), sendo os
resultados expressos em UFC/mL de urina, permitindo a quantificagdo da carga

bacteriana.

4.8.3 Urinalise — Exames qualitativos

Nos mesmos periodos experimentais (4 e 8 dias), foi realizada a analise urinaria
por meio de avaliacdo fisico-quimica e microscopica. A analise fisico-quimica foi
conduzida utilizando fitas reagentes (dipstick), permitindo a detecgao semiquantitativa
de nitritos, proteinas, urobilinogénio, densidade urinaria, cetonas, leucdcitos, glicose,
bilirrubina e hemacias. A leitura dos parametros foi realizada apds 1 minuto de contato
com a amostra, por comparacdo com a escala cromatica fornecida pelo fabricante.

Para a analise microscépica do sedimento urinario, aliquotas de 10 mL de urina
foram centrifugadas a 1.500 x g por 10 minutos. Apds a centrifugacao, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso. Uma aliquota foi depositada em Iamina
para analise em microscopia Optica. Foram avaliados parametros qualitativos,
incluindo presenga de células epiteliais, leucdcitos, hemacias, cilindros, cristais e

microrganismos, bem como parametros quantitativos, expressos como meédia do
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numero de elementos por campo. Para cada amostra, foram analisados de 10 a 20

campos Microscopicos.

4.9 Analises hematoldgicas, bioquimicas e histolégicas

Ao final de cada periodo experimental (4 e 8 dias), os animais foram
anestesiados com isoflurano a 2%, administrado por mascara facial, para realizagao
da coleta terminal de sangue por pungéo da aorta abdominal, utilizando cateter 25 G.
Uma aliquota de aproximadamente 3 mL de sangue foi destinada a realizagcdo de
hemograma completo em analisador hematolégico automatizado (ProCyte One®), no
Laboratorio de Analises Clinicas VetCito. O volume remanescente foi centrifugado a
3.000 rpm por 10 minutos para obtengdo do soro, o qual foi aliquotado (500 uL) e
armazenado a -80 °C para analises posteriores.

Apods a coleta sanguinea e aprofundamento do plano anestésico, os animais
foram submetidos a eutanasia. Em seguida, foram coletados fragmentos de bexiga,
rim e figado para analise histolégica. Os tecidos entdo foram fixados em solugéo de
paraformaldeido a 4% por 48 horas, desidratados em série crescente de alcool etilico
(70%, 80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol, incluidos em parafina e seccionados.
As laminas histolégicas foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
analisadas em microscopia Optica, com avaliagao qualitativa das alteragdes

morfoestruturais.

4.10 Uso de Inteligéncia Artificial

A organizacgao e revisao linguistica deste trabalho contaram com o auxilio dos
modelos de inteligéncia artificial Gemini3.0 Pro e ChatGPT. O uso dessas tecnologias
restringiu-se ao suporte logistico da escrita e a formatagéo de dados, assim como, a
elaboracao de figuras ilustrativas, sem interferéncia na autonomia cientifica dos
resultados e conclusdes apresentadas. Ressalta-se que o uso da Inteligéncia Atrtificial
foi realizado de forma ética, responsavel e transparente e esta em conformidade com
o disposto no Art. 12, inciso |, da Resolugao n°® 374/2025 — CONSAD. Desta forma,
informa-se que houve acordo prévio entre discente e docente, com registro da

autorizagao para uso de |IA no contexto académico. Por fim, os comandos utilizados
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(prompts) no uso de IA generativa estdo anexados e referenciados como material

suplementar (Anexo C).

5 RESULTADOS
5.1 Analise quimica do 6leo de pequi por CG-MS

A analise cromatografica por CG-MS permitiu a identificagdo de quatro acidos
graxos no o6leo de pequi, com predominéncia de acidos graxos insaturados. Os
compostos identificados, seus tempos de retengdo e proporcdes relativas estao
apresentados na Tabela 1.

Cddigo Composto TR (min) Area (%) I exp | tedrico
Acido palmitico,
1 [OEEREEE e pge 37,80 1837 1894
acid (methyl
ester)
Acido linoleico,
9,12-

2 Octadecadienoic 22,849 1,16 2241 2173
acid (methyl
ester)
Acido oleico, 9-
Octadecenoic
acid (methyl
ester)
Acido estedrico,
Octadecanoic
acid (methyl
ester)

23,153 58,49 2252 2141

23,809 2,56 1959 2106

Tabela 1. Acidos graxos identificados no éleo de Pequi por CG-MS. Legenda: TR — tempo de
retencao; | — indice de Kovats experimental comparado com valores de referéncia da biblioteca

NIST (National Institute Of Standards and Technology), além do perfil espectral.

Observou-se que o 6leo de pequi apresenta um perfil lipidico caracterizado
pela predominancia de acidos graxos monoinsaturados, com destaque para o acido
oleico (58,49%), seguido pelo acido palmitico (37,80%). Em menor proporgéo, foram
identificados o acido estearico (2,56%) e o acido linoleico (1,16%). A elevada
proporcao de acido oleico sugere um perfil lipidico com predominancia de cadeias
insaturadas, o que pode influenciar diretamente propriedades fisico-quimicas do dleo,
como fluidez e estabilidade oxidativa. Por outro lado, a presenca expressiva de acido

palmitico, um acido graxo saturado, indica contribuicdo relevante para a estabilidade
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estrutural do dleo, podendo também impactar sua interagdo com sistemas bioldgicos.

A baixa concentragao de acido linoleico, um acido graxo polinsaturado, indica
menor participacdo de componentes mais susceptiveis a peroxidacéao lipidica, o que
pode conferir maior estabilidade ao 6leo em condi¢gdes ambientais e experimentais.
Adicionalmente, a presenga de acido estearico, ainda que em baixa proporg¢ao, reforca
o carater misto do perfil lipidico, combinando acidos graxos saturados e insaturados.

A comparagdo entre os indices de Kovats experimentais e tedricos
demonstrou adequada concordancia, confirmando a confiabilidade da identificagédo
dos compostos por CG-MS. Pequenas variagbes observadas podem ser atribuidas a
diferencas nas condigdes cromatograficas, como coluna utilizada, temperatura e fase
estacionaria. O perfil lipidico observado sugere que o o6leo de pequi apresenta
composi¢do compativel com propriedades bioldgicas relevantes, especialmente no
que se refere a modulagao de processos inflamatorios e a interagcdo com membranas
celulares, aspectos que podem ser explorados em modelos experimentais envolvendo
resposta inflamatéria, cicatrizacao e atividade antimicrobiana.

A analise por CG-MS revelou um perfil lipidico caracterizado pela
predominancia de acidos graxos monoinsaturados, com destaque para o acido oleico,
seguido pelo acido palmitico (Figura 4 e 5). A baixa propor¢ao de acidos graxos poli-
insaturados sugere maior estabilidade oxidativa do éleo. A literatura descreve o 6leo

de pequi como predominantemente rico em acido oleico.
TIC

23,556,633
AP

23.153

18.009

« AOL

i

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0
Figura 4. Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo de pequi obtido por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) apés derivatizagdo para ésteres metilicos.
Observam-se picos na faixa de 18 a 24 minutos, correspondentes aos principais acidos graxos
identificados. O eixo x representa o tempo de retencédo (min) e o eixo y a intensidade do sinal
(abundéncia relativa). AP: acido palmitico; AOL: &cido oleico.

-
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Figura 5. Estruturas quimicas dos principais acidos graxos identificados no éleo de Caryocar brasiliense Cambess. (A) Acido palmitico; (B) acido

oleico.
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5.2 Citotoxicidade em fibroblastos L929 (ensaio MTT)

Os ensaios de citotoxicidade foram conduzidos em colaboragdo com o grupo
de pesquisa, incluindo a avaliagao de diferentes 6leos com potenciais aplicagcbes
biologicas. No presente estudo, o foco principal foi a analise do 6leo de Caryocar
spp. (pequi), sendo os demais utilizados para fins comparativos.

Conforme observado na Figura 6, o 6leo de Caryocar spp. (pequi) apresentou
baixa citotoxicidade em fibroblastos L929 apds 72 horas de exposi¢gao, mantendo

elevados niveis de viabilidade celular e ICs, superior a 500 ug/mL.

MTT - 72 horas

150
Caryocar
® :
% - Pectis
'S 1004 : Oleo de girassol
w — ; . : '
m — 5
5 i
@
| B e
S .
2 ICs0= 91,39 ug/ml
A—y
0 | | | 1 | 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Log [ug/mL]

Figura 6. Avaliacdo da citotoxicidade de 6leos em fibroblastos L929 apds 72 horas de
exposi¢do, por ensaio MTT. A viabilidade celular (%) é apresentada em funcdo da
concentracao (escala logaritmica). A linha pontilhada indica 50% de viabilidade celular (ICs).
O dbleo essencial de capim-limao apresentou IC5, de 91,39 ug/mL, enquanto o 6leo de pequi

e o 6leo de girassol ndo atingiram ICs, nas concentragdes testadas (>500 pg/mL).

Em comparacgéo, o 6leo essencial de capim-limdo demonstrou maior atividade
citotdxica, com reducgao significativa da viabilidade celular e IC5, de 91,39 pg/mL. O
Oleo de girassol, por sua vez, ndo apresentou efeito citotéxico, mantendo viabilidade
celular elevada em todas as concentragdes testadas.

Os dados referentes aos diferentes 6leos foram obtidos no contexto de

experimentos colaborativos, sendo o 6leo de pequi o objeto central desta
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investigacao.

5.3 Isolamento e caracterizagao de microrganismos

A analise microbiologica das amostras urinarias provenientes de ratos
submetidos ao modelo experimental de bexiga neurogénica evidenciou crescimento
bacteriano, com isolamento de Escherichia coli. A contagem bacteriana foi superior a
10% UFC/mL, caracterizando infecgdo do trato urinario. E importante destacar que o
isolamento de E. coli como agente etiologico predominante estd em consonancia com
o perfil tipico de uropatégenos, especialmente em condigbes de disfungado vesical,
como observado no modelo de bexiga neurogénica. A elevada carga bacteriana
observada reforca a eficacia do modelo experimental na inducéo de infecgdo urinaria,
permitindo a padronizagao dos ensaios subsequentes. Além disso, a caracterizagao
microbioldgica demonstrou crescimento sem evidéncia de contaminagao, o que valida
a metodologia proposta para a coleta e o processamento das amostras.

Quanto a analise do perfil de susceptibilidade antimicrobiana da cepa isolada
de E. coli revelou padrdao heterogéneo de sensibilidade, com predominio de
susceptibilidade a antimicrobianos de amplo espectro. Observou-se sensibilidade a
amicacina, amoxicilina associada ao acido clavulanico, cloranfenicol, enrofloxacina,
levofloxacina, nitrofurantoina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina. Por outro
lado, a cepa apresentou resisténcia a ampicilina, doxiciclina e gentamicina, e
sensibilidade intermediaria a ceftriaxona. Posto isto, destaca-se que o padrao de
susceptibilidade observado permitiu a selegao racional do antibiético utilizado como

controle positivo no delineamento experimental.

5.4 Padronizagao e qualificagao do sistema de solubilizagao

Durante a etapa experimental, foram realizados testes preliminares de
solubilizacdo do 6leo de pequi, considerando sua natureza altamente lipofilica e a
necessidade de dispersdo homogénea em meio aquoso para a condugao dos ensaios
microbiolégicos. Para isso, foram empregados os solubilizantes Tween 80
(polissorbato 80) e dimetilsulfoxido (DMSO), sendo também considerado o uso de
alcool etilico (etanol) como alternativa para etapas subsequentes.

Foram avaliadas diferentes proporcbes entre o Oleo de pequi e os
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solubilizantes (1:2, 1:1, 2:1 e 2:0,5), com o objetivo de identificar a condicao mais
adequada para formagao de emulsdo. A proporgao 2:0,5 (6leo:Tween 80), utilizando
Tween 80 a 10%, apresentou melhor estabilidade inicial, indicando maior eficiéncia
desse surfactante na formagao de dispersoes.

Entretanto, apos a adigdo do meio de cultura Mueller-Hinton, todas as
formulacbes testadas apresentaram separacao de fases, evidenciando instabilidade
do sistema e comprometendo a homogeneidade das amostras. Essa condigao
inviabilizou a padronizacdo do ensaio de microdiluicdo em caldo para a determinagao
da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), conforme previamente planejado.

A dispersao inadequada do 6leo no meio liquido prejudicou o contato com o
in6culo bacteriano, limitando a interpretagdo do ensaio com resazurina. A auséncia de
alteracdo de cor indica limitagdo metodolégica, e ndo auséncia de atividade
antimicrobiana.

Esses achados reforcam a complexidade experimental envolvida na avaliagéao
microbiolégica de substancias lipofilicas, destacando a necessidade de ajustes no
sistema de solubilizagdo. Entre as estratégias possiveis, incluem-se a utilizagdo de
diferentes combinacdes de surfactantes, a incorporacao de solventes como o etanol,
bem como o0 emprego de técnicas auxiliares, como sonicagao ou desenvolvimento de
sistemas emulsificados mais estaveis, visando garantir distribuicdo homogénea e

contato adequado com os microrganismos testados.

5.5 Atividade antimicrobiana do 6leo de pequi in vitro (CIM e CBM)

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo de Caryocar brasiliense
Cambess., por meio do ensaio de microdiluicdo em placa, demonstrou auséncia de
inibicdo do crescimento bacteriano frente a cepa de E. coli isolada. Em todas as
concentracdes testadas, observou-se alteragdo da coloragédo da resazurina, indicando
manutengado da atividade metabdlica bacteriana e, consequentemente, auséncia de
efeito inibitério mensuravel nas condi¢cdes experimentais empregadas.

Durante a execug¢ao do ensaio, verificou-se comportamento fisico do dleo
caracterizado por separacdo de fases ao longo do periodo de incubacido, com
formacdao de uma fragdo oleosa ndo homogénea nos pogos da microplaca. Esse

fendbmeno comprometeu a dispersdao adequada do composto no meio aquoso,
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podendo ter reduzido a biodisponibilidade do 6leo e, consequentemente, influenciado
negativamente a interagao com as células bacterianas.

Observou-se também que o0s pogos correspondentes ao controle de
esterilidade permaneceram incolores, evidenciando auséncia de contaminagdo do
Oleo testado e confirmando a confiabilidade técnica do ensaio. Dessa forma, embora
nao tenha sido observada atividade antimicrobiana in vitro nas condi¢cdes avaliadas,
os resultados sugerem que limitagdes fisico-quimicas relacionadas a solubilidade e a
estabilidade do 6leo no sistema de microdiluicdo podem ter interferido na acuracia da
avaliacado. Esses achados reforcam a necessidade de estratégias de veiculagao ou
formulacdo que favorecam a dispersdo homogénea de compostos lipofilicos em
ensaios microbioldgicos, bem como justificam a continuidade da investigacdo em
modelo in vivo.

Dessa forma, os resultados in vitro ndo permitem inferir auséncia de atividade
antimicrobiana do 6leo, sendo mais apropriado interpreta-los como limitados por

fatores fisico-quimicos relacionados a sua baixa solubilidade.

5.6 Validagao do modelo experimental de bexiga neurogénica

A validacao do modelo experimental de bexiga neurogénica foi realizada por
meio da avaliacao clinica e funcional dos animais nas primeiras 24 horas apos a
inducdo da lesdao medular. Nesse periodo, todos os animais apresentaram perda
significativa da motricidade dos membros posteriores, com escores compativeis entre
0O e 2 na escala de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), confirmando o
comprometimento neuroldgico esperado para o modelo.

Adicionalmente, durante a coleta inicial de urina por esvaziamento vesical sob
capela de fluxo laminar, observou-se hematuria macroscopica intensa, evidenciada
pela coloracdo avermelhada da urina. Esse achado clinico foi corroborado por analise
laboratorial, que demonstrou presenga elevada de hemacias (25-33 por campo) e
hemoglobina (++++) na urindlise, caracterizando dano urotelial. A densidade urinaria
elevada (1,032) e o aspecto semi-turvo também demonstram alteracbes
fisiopatoldgicas associadas a disfungao vesical, enquanto a presenca aumentada de
leucécitos (5—10 por campo) indicou processo inflamatério/infeccioso em curso.
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5.7 Resultados in vivo
5.7.1 Analise microbiolégica da urina (urocultura) em modelo
experimental in vivo

A anadlise da carga bacteriana urinaria revelou um perfil de resposta dose-
dependente para o 6leo de Caryocar brasiliense Cambess., apresentando variagdes
na densidade populacional de microrganismos (UFC/mL) entre os grupos
experimentais ao longo dos tempos experimentais propostos. No grupo controle
negativo, a carga bacteriana no 4° dia pdés-cirurgico atingiu niveis elevados, com média
de 5 x 108 UFC/mL. A letalidade de 100% observada neste grupo no 8° dia
impossibilitou a coleta de dados longitudinais, o que evidencia a progressdo da
infeccéo e a elevada viruléncia do modelo experimental na auséncia de tratamento.

Quanto a eficacia do 6leo de pequi, a dose de 500 mg/kg mostrou-se sub-
terapéutica, uma vez que nao foi observada reducao da carga bacteriana ao longo do
tempo. Pelo contrario, houve uma tendéncia de ascensao na contagem média de 1,2
x 108 para 1,4 x 10% entre 0 4° e o 8° dia, indicando que essa concentragdo foi
insuficiente para o controle do quadro infeccioso. Em contrapartida, as doses mais
elevadas demonstraram eficacia progressiva. O tratamento com 1.000 mg/kg
promoveu uma redugédo moderada da densidade bacteriana, variando de 9 x 10°, para
6,0 x 10° UFC/mL. Resultados mais expressivos foram obtidos com a dose de 2.000
mg/kg, na qual a carga bacteriana apresentou declinio de 6 x 10° no 4° dia e reduzindo
para 4 x 10° UFC/mL no 8° dia, o que consolida o efeito dose-dependente do
composto.

Por fim, o grupo controle positivo, submetido a antibioticoterapia convencional,
validou a sensibilidade do modelo experimental. Este grupo apresentou rapida
reducdo da carga microbiana ja no 4° dia (4 x 10° UFC/mL) e atingiu a depuragéo
bacteriana total (clearance) até o 8° dia, confirmando a eficacia do tratamento padrao
e a viabilidade do delineamento experimental adotado.

A figura 7, abaixo, demonstra a evolugdo da carga bacteriana urinaria
(UFC/mL) em escala logaritmica nos diferentes grupos experimentais ao longo do

tempo.
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Figura 7. Evolucdo da carga bacteriana urinaria (UFC/mL) em escala logaritmica nos
diferentes grupos experimentais ao longo do tempo. Observa-se reducao dependente da dose
no grupo tratado com d6leo de Caryocar brasiliense Cambess, com maior diminuicdo da carga
bacteriana nas doses mais elevadas. O grupo controle positivo apresentou eliminagao
bacteriana no 8° dia, enquanto o grupo controle negativo evoluiu com aumento da carga
bacteriana e o6bito.

5.7.2 Urinalise — Analise fisico-quimica

5.7.2.1 Tempo Experimental D4 — (trés dias de tratamento)

A avaliacao fisico-quimica da urina dos animais do grupo controle negativo no
4° dia pds-inducgao revelou alteracbes compativeis com disfuncéo urinaria associada
ao modelo experimental. Observou-se aumento do volume urinario (8—9 mL), acima
do esperado para a espécie, associado a coloragdo amarelo-claro e aspecto
predominantemente turvo, indicando alteragdo do padrdo urinario. A densidade
urinaria manteve-se dentro da faixa de normalidade (1,020-1,022), sugerindo
preservacao parcial da capacidade de concentracao renal nesse periodo inicial.

O pH urinario apresentou variagdo entre os animais (5,0-7,0), indicando
possivel instabilidade do equilibrio acido-base associada ao processo infeccioso e
inflamatdrio. Quanto aos parametros quimicos, observou-se proteindria discreta
(tragcos), além da presenga de glicose, cetonas, bilirrubina e nitrito, sugerindo

alteragdes metabdlicas e infeccado bacteriana ativa.
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Nos animais tratados com 6leo de Caryocar brasiliense Cambess. na dose de
500 mg/kg, verificaram-se alteragdes discretas, porém compativeis com persisténcia
do comprometimento urinario. O volume urinario permaneceu elevado (=7,0 mL), com
coloragdo amarelo-claro e aspecto turvo. A densidade urinaria (1,013) e o pH (=7,0)
mantiveram-se proximos a faixa de referéncia. Na analise quimica, observou-se
proteinuria em nivel de tragos, associada a presenca de sangue, nitrito, cetonas e
bilirrubina, sugerindo manutencao de processo inflamatorio-infeccioso.

No grupo tratado com 1.000 mg/kg, as alteragdes foram mais evidentes,
indicando persisténcia de atividade inflamatéria. Observou-se volume urinario entre
6,5 e 7,0 mL, com densidade urinaria variavel (1,020—-1,037) e pH neutro (=7,0). Houve
presenga consistente de proteinuria (tragos a +), além de hematuria em diferentes
intensidades (++ a +++). A analise do sedimento revelou bacteriuria moderada a
elevada, associada a leucocituria (até 15-20/campo) e hematuria (5—10/campo),
reforcando o carater inflamatério-infeccioso ativo.

Por outro lado, os animais tratados com 2.000 mg/kg apresentaram melhora
do perfil urinario. Observou-se menor variabilidade do volume urinario (6,0-7,0 mL),
reducdo do grau de turbidez e manutencdo da densidade dentro da normalidade
(1,013-1,020). A proteinuria manteve-se apenas em tracos, € os demais parametros
bioquimicos permaneceram dentro da normalidade. Destaca-se a redugdo da
hematuria e, principalmente, a auséncia de bactérias no sedimento urinario, associada
a diminuicdo do infiltrado inflamatdrio, evidenciando melhora do quadro infeccioso.

Conforme apresentado na Tabela 2, observou-se predominancia de hematuria
e proteinuria nos grupos tratados com 500 mg/kg e 1000 mg/kg, associadas a
presenga moderada de bactérias e cristais de estruvita. Em contraste, o grupo tratado
com 2000 mg/kg demonstrou reducao desses achados, com diminuigdo da bacteriuria

e menor intensidade de alteragdes microscopicas.
Tabela 2. Avaliagao fisico-quimica e microscépica da urina de ratos submetidos ao modelo

experimental de bexiga neurogénica, tratados com dleo de Caryocar brasiliense Cambess. em

diferentes doses, nos tempos D4 e D8. Em vermelho: valores acima do esperado.
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Dia Experimental Grupo Volume (ml) Aspecto Densidade pH Proteinas Sangue Hemacias/campo Leucécitos/campo Bactérias Cristais

Referéncia 2ml Am. Citrino Limpido 1007 - 1023 ~75-8.0 Até 30mg/dL Ausente 1-3 1-2 Ausente Ausente
D4 Pequi 500mg 4,5|Castanho Turvo 1020 7,0|+++ 4 >20 Até 2 Moderada Estruvita (alta)
D4 Pequi 500mg 6,0|Amarelo claro Levemente turvo 1019 6,5|Tragos + Ausente Ausente Estruvita
D4 Pequi 1000mg 6,5(Incolor Levemente turvo 1020 7,0|Presente (+) Presente (++) 3-5 Até 2 Moderada Ausente
D4 Pegui 1000mg 6.5|Incolor Levemente turvo 1011 7,0|Ausente + Ausente Até 2 Discreta Ausente
D4 Pequi 2000mg 7,0{Amarelo claro  |Levemente turvo 1013, 7,0(Tragos Ausente Até 5 Raros Ausente Ausente
D4 Pequi 2000mg 6,0|Amarelo claro Levemente turvo 1020 7,0|Tracos Presente (++) 5-10 Ausente Ausente Estruvita (moderad:
D4 Nao Tratada 9.0|Amarelo claro Levemente turvo 1020 7,0|Tracos Ausente Ausentes Ausentes Ausente Ausente
D4 Antibidtico 6,5|Amarelo claro Limpido 1018 8,0|Presente (+) Presente (+++) [3-5 AtE 2 Ausente Ausente
D4 Antibidtico 4 5|Amarelo claro Levemente turvo 1009 6.,0|Tracos Presente (+++) [+30 Ausente Ausente Ausente
D4 Néo Tratado 8.0|Amarelo claro _|Levemente turvo 1022 5,0 |Ausente Ausente Ausentes Ausente: Ausente Ausente
D8 Pequi 500mg 4.,5|Amarelo claro Levemente turvo 1018 8,0[++ e Até 2 Ausente Discreta Ausente
D8 Pequi 500mg 8.0|Amarelo claro Levemente turvo 1016 7.0|Tracos + Até 2 Até 2 Rara Ausente
D& Pequi 500mg 7.,0|Amarelo claro Limpido 1012 7,0|Tragos Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
D8 Pequi 1000mg 7.0|Amarelo claro Turvo 1037 7,0(Tracos Presente (+++) |5-10 15-20 Alta Ausente
D8 Pequi 1000ma 3.0{Amarelo claro Levemente turvo 1017 8,0|Ausente +H Até 2 Ausente Ausente Ausente
D8 Pequi 2000mg 3.0|Amarelo claro Levemente turvo 1030 8,0[+ i 20-30 Ausente Discreta Estruvita rara
D8 Pequi 2000mg 2,0|Amarelo claro Limpido 1012 8,0[++ e 20-30 Ausente Ausente Ausente
D8 Antibidtico 3.5|Amarelo ouro Levemente turvo 1035 6,0 |Tracos ++ Ausente Ausente Ausente \Ausente
D8 Antibidtico 4.0|Amarelo claro Levemente turvo 1026 9,0[+ + 20-30 Até 2 Moderada Ausente
D& Antibidtico 10,0)|Amatrelo claro Limpido 1024 8,0|Tracos Ausente 20-30 Ausente Rara Estruvita rara
D8 Né&o Tratado 7,0|Amarelo Turvo 1027 70[+ +HH >25 Ausente \Ausenle
D8 Nao Tratado 6.0]Amarelo claro Turvo 1020 8,0|Tracos Ausente Até 2 Ausente Rara |Amorfos

Esses foram os valores referentes a analise fisico-quimica (fita reagente) e
microscopica (sedimentoscopia) da urina dos animais nos dias 4 (D4) e 8 (D8) apos
inducdo experimental. Os parametros incluem volume urinario, caracteristicas
macroscopicas (cor e aspecto), densidade urinaria, pH, presenca de proteinas e
sangue (semiquantitativos), além da avaliagc&do microscopica de hemacias, leucdcitos,
bactérias e cristais.

A intensidade dos achados foi expressa de forma semiquantitativa, sendo:
discreto (+), moderado (++), intenso (+++) e muito intenso (++++). A coloragao e o
aspecto urinario foram avaliados macroscopicamente, enquanto densidade e
parametros quimicos foram obtidos por fita reagente. A andlise microscopica foi

realizada por contagem meédia por campo.

5.7.2.2 Tempo Experimental D8 — (sete dias de tratamento)

No tempo experimental de 8 dias (D8), conforme apresentado na Tabela 1,
nao foram obtidos dados consolidados referentes ao grupo controle negativo (nédo
tratado), uma vez que os animais desse grupo apresentaram evolugado clinica
desfavoravel, culminando em 6bito antes da conclusdo do periodo experimental.
Esse achado reforga a elevada gravidade do modelo de infecgao urinaria associado
a bexiga neurogénica na auséncia de intervencao terapéutica, evidenciando a
progressao do quadro infeccioso e sistémico.

No grupo tratado com 6leo de Caryocar brasiliense Cambess. na dose de 500
mg/kg, a urinalise demonstrou persisténcia de alteracbes compativeis com processo
inflamatorio-infeccioso ativo, porém com menor intensidade quando comparado ao

D4. Observou-se manutencao do volume urinario elevado, coloragdo amarelo-claro
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e aspecto predominantemente turvo. Os parametros fisico-quimicos permaneceram
proximos da normalidade, com discreta alcalinizagdo do pH em alguns animais. Na
analise quimica, persistiram proteinuria em niveis baixos a moderados e hematuria,
sugerindo manutengéo de dano urotelial. A sedimentoscopia evidenciou bacteriuria
discreta a rara, associada a presenca reduzida de leucocitos e hemacias, indicando
reducao do infiltrado inflamatério, embora ainda presente.

No grupo tratado com 1.000 mg/kg, os resultados evidenciaram
comportamento heterogéneo, conforme demonstrado na Tabela 2. Parte dos animais
apresentou achados compativeis com infecgdo persistente, incluindo bacteriuria
elevada, leucocituria significativa e hematuria, enquanto outros individuos
demonstraram marcadores compativeis com resolugdo parcial do processo
infeccioso. Essa variabilidade sugere resposta intermediaria ao tratamento, com
coexisténcia de inflamagao ativa e inicio de recuperacao urotelial. Os parametros
fisico-quimicos mantiveram-se relativamente estaveis, com tendéncia a alcalinizagao
e variacao da densidade urinaria.

Por outro lado, o grupo tratado com 2.000 mg/kg apresentou padréo
compativel com evolucao favoravel e resolugao infecciosa, conforme evidenciado na
Tabela 2. Observou-se melhora do aspecto urinario, com amostras
predominantemente limpidas a levemente turvas, associadas a manutencdo da
densidade urinaria dentro da faixa de normalidade. A analise quimica revelou apenas
proteinuria discreta em alguns animais, sugerindo processo residual de reparo
tecidual. A sedimentoscopia demonstrou auséncia ou presenga minima de bactérias
e leucdcitos, além de discreta hematuria, indicando reducéo significativa da resposta
inflamatoria. A presenga ocasional de cristais, sem relevancia clinica expressiva,
reforca a estabilizacdo do ambiente urinario.

De modo geral, os achados do D8, apresentados na Tabela 2, evidenciam um
efeito dependente da dose do 6leo de Caryocar brasiliense Cambess., com melhora
progressiva dos parametros urinarios, especialmente na dose de 2.000 mg/kg,
caracterizada pela redugao da bacteriuria, hematuria e marcadores inflamatérios, em

comparagao aos grupos de menor dose.

5.7.3 Hematologia e Bioquimica
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5.7.3.1 Tempo Experimental D4 — (trés dias de tratamento)

No quarto dia apds a indugado da lesao medular, os animais do grupo n&o
tratado apresentaram alteracbes hematoldgicas compativeis com o modelo de
bexiga neurogénica, caracterizadas por policitemia relativa associada a microcitose,
evidenciada pela redugdo do volume corpuscular médio (VCM). O leucograma
demonstrou leucopenia em parte dos animais, com diminuigdo das contagens
celulares, enquanto a contagem plaquetaria manteve-se em niveis elevados dentro
da faixa fisiolégica, sugerindo resposta inflamatoria reacional.

Na analise bioquimica sérica, observou-se elevagao da ureia, com creatinina
predominantemente dentro da normalidade, indicando comprometimento renal
funcional associado ao processo infeccioso e inflamatorio. As atividades de AST e
ALT mantiveram-se normais ou discretamente aumentadas, sem evidéncia
consistente de lesdo hepatica significativa.

Os animais tratados com antibiético no D4 apresentaram eritrograma com
valores de VCM dentro da faixa de normalidade, diferindo do padrao microcitico
observado no grupo nao tratado. O leucograma mostrou maior estabilidade, com
contagens dentro ou proximas dos valores de referéncia. Entretanto, em um dos
animais, observou-se elevagao acentuada de ureia e creatinina, sugerindo alteragao
renal pontual, possivelmente relacionada a progressao do quadro infeccioso inicial.

Os animais tratados com 500 mg de d6leo de pequi apresentaram perfil
hematolégico semelhante ao grupo nao tratado, com persisténcia de microcitose
associada a policitemia relativa. O leucograma manteve-se sem alteragdes
significativas adicionais, enquanto a bioquimica sérica evidenciou elevagao da ureia,
indicando manutencdo do comprometimento sistémico, sem alteracdes hepaticas
relevantes.

No grupo tratado com 1000 mg, observou-se microcitose mais acentuada
associada a policitemia relativa, além de discreta variagdo no leucograma, sem
padrao infeccioso definido. A bioquimica demonstrou ureia elevada, com creatinina
dentro da normalidade, sugerindo persisténcia de disfungao renal funcional.

Nos animais tratados com 2000 mg, as alteragdes hematoldgicas mantiveram
esse padrao, com presenca de microcitose e policitemia relativa, associadas a

heterofilia em alguns individuos, reforgando a atividade inflamatéria. Na bioquimica,

44



destacou-se elevagao mais expressiva da ureia e aumento da atividade de AST, sem
elevacdo concomitante de ALT, sugerindo estresse sistémico sem evidéncia de
hepatotoxicidade direta. A creatinina permaneceu dentro ou abaixo da faixa de
referéncia. Esses achados, associados aos resultados da urinalise, reforcam a
presenga de disfungéo urinaria e inflamagao ativa no D4.

Os dados hematoldgicos e bioquimicos obtidos nos tempos D4 e D8 estao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos de ratos submetidos ao modelo
experimental de bexiga neurogénica tratados com éleo de Caryocar brasiliense Cambess;

nos tempos D4 e D8. Em vermelho: valores acima do esperado.

e — o Hemdcias Hemoglobina Hematécrito VCM CHCM Proteinas Totais Leucécitos Heterofilos Linfocitos Plaguetas Ureia Creatinina

pe P (milh/mm®)  (g/dL) (%) m (%) (g/dL) (/mm?) (%) (%) (/mm?) (mg/dL) (mg/dL)
Referéncia 41-64 10.5-15.3 35-48 71-95 28.2-33 ~6.5 7000 - 14000 20-60 30-80 260k-740k 71-257 48-108 14-20 0.20-0.40

D4 Pequi 500mg 6,62 12,4 37 56 34 6,5 2500 61 37 305000 469 291 54,0 0,26
D4 Pequi 500mg 7,14 12,9 39 55 33 6 3600 76 24 490000 346 88| 184,0 1,56
D4 Pequi 1000mg 6,45 11,9 35 54 34 6,50 5500 21 79 684000 258 63 62,0 0,20
D4 Pequi 1000mg 8,51 15,2 46 54 33 7.3 6500 19 80 738000 253 59 49,0 0,26
D4 Pequi 2000mg 8,40 16,1 49 58 33 6,50 6900 48 47 736000 268 1al 45,0 0,15
D4 Pequi 2000mg 8,22 15,4 47 57 33 7,00 8400 61 39 710000 363 81 43,0 0,20
D4 Néo Tratado 8,46 16,3 49 58 33 6,70 6100 39 61 638000 134 55 52,0 0,53
D4 iDiGti 6,00 14,9 46 77 32 6,50 5400 40 60 662000 179 59| 147,0 0,59
D4 ibid 5,90 15,0 48 81 31 7,00 8800 42 57 705000 247 80 51,0 0,11
D4 Néo Tratado 5,80 14,8 45 78 33 6,50 7200 44 56 709000 186 44 45,0 0,13
D8 Pequi 500mg 5,98 14,8 43 72 34 7 9300 50 49 570000 432 88 43,0 0,21
D8 Pequi 500mg 5,97 14,9 43 72 35 6,8 9100 38 58 690000 320 84 50,0 0,17
D8 Pequi 500mg 8,66 16,6 49 57 34 7 6900 43 54 660000 305 88 54,0 0,22
D8 Pequi 1000mg 10 17,9 46 46 39 6,8 12800 61 32 975000 172 34 56,0 0,18
D8 Pequi 1000mg 10,41 18,7 53 51 35 il 3400 56 43| 1020000 237 66 48,0 0,31
D8 Pequi 2000mg 57 14,9 44 77 34 6,6 9900 30 69 930000 225 61 35,0 0,12
D8 Pequi 2000mg 5,99 15 47 78 32 7,6 8500 52 47 780000 240 84 89,0 0,70
D8 ibid 8,48 15,2 44 52 35 6,7 8000 41 59 825000 261 79 58,0 0,14
D8 ibid 8,65 14,6 42 49 35 7,2 8300 47 53 705000 122 51 46,0 0,22
D8 ibid 9,47 17,1 49 52 35 6,9 12300 51 49 735000 206 55 64,0 =
D8 Néo Tratado 8,91 16,2 48 54| 34 7 6300 32 68 600000 270 80 63,0 0,39
D8 Néo Tratado 7,92 15 44 56 34 7.2 9400 20 79 720000 149 64 44,0 0,23

5.7.3.2 Tempo Experimental D8 — (sete dias de tratamento)

No oitavo dia apds a lesdo medular, observou-se manutengao de alteragdes
hematologicas compativeis com o modelo experimental nos animais n&o tratados,
com persisténcia de microcitose associada a policitemia relativa. O leucograma
apresentou variabilidade individual, sem ocorréncia de leucopenia acentuada,
enquanto a contagem plaquetaria manteve-se elevada, caracteristica de resposta
inflamatdéria sistémica continua. A bioquimica sérica demonstrou elevagao
persistente da ureia, com creatinina dentro da faixa de normalidade, sugerindo
comprometimento renal funcional ainda presente.

Os animais tratados com antibiético no D8 apresentaram eritrograma
semelhante ao padrao do modelo, com presenca de microcitose em parte dos

individuos. O leucograma manteve-se estavel, sem evidéncia de leucopenia, e a
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contagem plaquetaria exibiu tendéncia a trombocitose. A ureia permaneceu elevada
em alguns animais, embora sem associagao consistente com aumento da creatinina,
enquanto AST e ALT nao apresentaram alteracdes relevantes.

No grupo tratado com 500 mg de éleo de pequi, o perfil hematoldgico manteve-
se semelhante ao grupo nao tratado, com persisténcia de microcitose e policitemia
relativa. A bioquimica sérica evidenciou ureia ainda elevada, indicando manutengao
da disfuncdo sistémica, sem alteragbes significativas das enzimas hepaticas,
sugerindo baixa eficacia terapéutica nessa dose.

Os animais tratados com 1000 mg apresentaram alteragdes hematoldgicas
mais evidentes, incluindo leucopenia em parte dos individuos, associada a
trombocitose persistente. O eritrograma manteve o padrdo microcitico, enquanto a
bioquimica revelou ureia elevada, porém sem aumento da creatinina, sugerindo
disfungao ainda presente, porém potencialmente em processo de estabilizacao.

Por outro lado, os animais tratados com 2000 mg apresentaram um padrao
mais compativel com modulacdo do processo inflamatério. Apesar da persisténcia
de microcitose em alguns individuos, observou-se maior estabilidade do leucograma,
sem leucopenia acentuada. A bioquimica sérica demonstrou redugao relativa dos
niveis de ureia em parte dos animais, sugerindo melhora da fungao renal quando
comparada aos grupos de menor dose, embora ainda ndo completamente
normalizada. As enzimas hepaticas mantiveram-se sem elevagéo consistente,
reforcando a auséncia de toxicidade sistémica significativa.

De modo geral, os resultados do D8 evidenciam um efeito dependente da dose
do 6leo de Caryocar brasiliense Cambess., com tendéncia a melhora dos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, especialmente na dose de 2000 mg/kg, indicando
recuperagado progressiva do estado sistémico e redugcdo do impacto inflamatério
associado ao modelo experimental. De forma integrada, os principais achados
hematoldgicos, bioquimicos e urinarios dos grupos experimentais estao sintetizados

no Tabela 4.

Tabela 4. Sintese dos achados hematoldgicos, da fungao renal e da urinalise nos diferentes

grupos experimentais.
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GRUPO HEMATOLOGIA FUNGCAO RENAL URINALISE

Nao-Tratado Microcitose e Ureia elevada; Hematuria e
policitemia basal; creatinina normal bacteriuria variaveis
leucograma estavel

Amoxicilina Leucograma estavel;  Ureia persistentemente  Bacteriuria reduzida;

com trombocitose em parte elevada hematuria persistente
clavulanato dos animais
14mg/kg/BID
Pequi 500 Mg Sem agravamento Funcgao renal Alteracgdes tipicas da
hematolégico preservada bexiga neurogénica
Pequi 1000 Leucopenia e Funcgao renal Sem agravamento
Mg trombocitose preservada estrutural
Pequi 2000 Maior estabilidade do Ureia elevada; Hematuria persistente
Mg leucograma, com creatinina normal

alteracoes residuais

5.8 Analise Histolégica da Bexiga

A analise histopatolégica das amostras vesicais coradas em hematoxilina-
eosina evidenciou diferengas marcantes entre os grupos experimentais e os periodos
avaliados (D4 e D8), envolvendo alteragcdes no urotélio, na lamina prépria e na tunica
muscular. Os grupos experimentais compreenderam: animais nao tratados (G2),
animais tratados com o6leo de Caryocar brasiliense Cambess. em diferentes doses (G1
— 500 mg, G3 — 1000 mg e G4 — 2000 mg) e o grupo controle tratado com antibiético
(GH).

5.8.1 Urotélio (compartimento luminal)

O urotélio dos animais do grupo controle tratado com antibidtico (G5)
apresentou arquitetura preservada, caracterizada por epitélio de transicdo com
estratificagao tipica, superficie luminal regular com pregueamento mucoso e auséncia
de alteragdes degenerativas significativas. Em alguns campos, observaram-se
discretos focos de descamacgao, sem comprometimento estrutural relevante.

Em contraste, o grupo ndo tratado (G2) apresentou as alteragdes mais severas.
No D4, observou-se hiperplasia urotelial evidente, caracterizada pelo aumento do
numero de camadas celulares e irregularidade da superficie luminal. No D8, essas
alteracdes persistiram e se intensificaram, com perda de coesao celular, presenga de
células descamando para o lumen e desorganizagao epitelial, evidenciando injuria

continua ao epitélio de revestimento.
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Nos grupos tratados com 6leo de Caryocar brasiliense Cambess. (G1 — 500
mg, G3 — 1000 mg e G4 — 2000 mg), predominou a manutencédo da estratificacdo
epitelial, com discretas irregularidades luminais. Nos grupos tratados com doses
intermediaria e elevada (G3 e G4), observaram-se pontos focais de hiperplasia e
descamacgao, sem evidéncia de ulceracdo ou necrose. No D8, especialmente nos
grupos G1 e G4, o urotélio apresentou tendéncia a reorganizagao, com caracteristicas
préximas a normalidade, sugerindo efeito protetor e modulador do tratamento.

Com o objetivo de evidenciar o efeito dose-dependente do 6leo de Caryocar
brasiliense Cambess. no periodo inicial da resposta inflamatéria (D4), a Figura 8
apresenta uma prancha histolégica comparativa entre os grupos tratados com
diferentes doses, permitindo a visualizagcdo das alteragdes uroteliais e da modulacao

da resposta tecidual.

48



ol >
TR RS S0 um

| via N SR

Figura 8. Fotomicrografias da bexiga urinaria de ratos tratados com oleo de Caryocar
brasiliense Cambess. no quarto dia experimental (D4), coradas por hematoxilina-eosina (HE).
(A-B) G1 (500 mgq): leve irregularidade urotelial e infiltrado inflamatério discreto. (C-D) G3
(1000 mg): hiperplasia focal e inflamagdo moderada. (E-F) G4 (2000 mg): melhor preservagao
tecidual, com redugao das alterac¢des inflamatdrias. Objetivas de 10x (A, C, E; 200 um) e 40x

(B, D, F; 50 um).

5.8.2 Lamina proépria (alteragoes circulatérias e inflamatoérias)
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5.8.2.1 Alteragoes circulatérias

As alteragdes circulatérias foram caracterizadas principalmente por congestao
vascular e edema intersticial, com intensidade variavel entre os grupos. No D4,
observou-se um padrao generalizado de congestédo, sendo mais intensa no grupo nao
tratado (G2), classificada como grau 3, associada a edema também intenso (grau 3),
evidenciando comprometimento vascular significativo.

Nos grupos tratados com 6leo de pequi (G1 — 500 mg, G3 — 1000 mg e G4 —
2000 mg), a congestdo manteve-se presente, porém o edema apresentou menor
intensidade (graus 1-2), sugerindo efeito modulador da intervencgéo terapéutica. De
forma semelhante, no grupo controle tratado com antibiético (G5), as alteracdes
circulatérias foram discretas.

No D8, observou-se redugdo do edema em praticamente todos os grupos
experimentais, especialmente no grupo tratado com 500 mg (G1) e no grupo tratado
com antibidtico (G5), nos quais o edema foi ausente. Entretanto, a congestéo vascular
ainda pode ser observada em grau leve a moderado, indicando evolugéo e resolugao

progressiva do processo inflamatorio.

5.8.2.2 Infiltrado inflamatério — caracterizagao celular

O infiltrado inflamatério apresentou composi¢ao variavel ao longo do tempo,
sendo classificado como misto ou predominantemente mononuclear. O infiltrado
misto, observado no grupo ndo tratado (G2) nos tempos D4 e D8 e no grupo tratado
com maior dose (G4 — 2000 mg) no D4, foi constituido por neutréfilos —
predominantes no D4 e caracterizados por nucleo segmentado, indicativos de
resposta inflamatéria aguda —, além de macréofagos, células maiores com citoplasma
abundante relacionadas a fagocitose e a resolugdo inflamatéria, e linfécitos,
associados a resposta imune adaptativa.

Em menor proporgao, também foram identificados plasmécitos, sugerindo o
inicio de resposta inflamatéria cronica. Esse perfil celular caracteriza uma condi¢ao de
transicao entre inflamagao aguda e subaguda/crénica, mais evidente nos animais nao
tratados ou submetidos a maior agresséao tecidual.

Por outro lado, o infiltrado predominantemente mononuclear foi observado nos

grupos tratados com 6leo de Caryocar brasiliense Cambess. (G1 - 500 mg, G3 — 1000
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mg e G4 — 2000 mg no D8) e no grupo tratado com antibiético (G5). Esse padrao foi
composto principalmente por linfécitos e macréfagos e esta associado a fases mais
tardias do processo inflamatdrio, sugerindo evolugédo para resolugdo ou controle da
inflamacg&o. Observou-se ainda redugao progressiva da intensidade do infiltrado ao
longo do tempo nos grupos tratados, especialmente no G1 no D8 e no G5, nos quais

o infiltrado variou de ausente a discreto.

5.8.3 Tunica muscular (camada detrusora)

As alteracbes estruturais da musculatura vesical variaram entre os grupos
experimentais e os tempos avaliados. No grupo nao tratado (G2), no D4, evidenciou-
se acentuada desorganizagdo das fibras musculares lisas, associada a hipertrofia
celular, caracterizada pelo aumento do volume das fibras, compativel com resposta
ao intenso estresse inflamatério e dano tecidual. No D8, esse grupo apresentou
discreta melhora, com reduc&o da desorganizagao, embora ainda persistente.

Nos grupos tratados com 6leo de Caryocar brasiliense Cambess. (G1 — 500
mg, G3 — 1000 mg e G4 — 2000 mg), observou-se predominantemente discreta
desorganizagao das fibras musculares no D4, com evidente reorganizacdo no D8,
especialmente nos grupos G1 e G4, nos quais a musculatura passou a apresentar
disposi¢cao mais proxima do padrao normal. No grupo controle tratado com antibidtico
(G5), a tunica muscular manteve-se preservada, com fibras organizadas e morfologia
tipica, reforcando a eficacia do controle antimicrobiano.

Conforme evidenciado na Figura 9, observa-se no D8 a modulagao da resposta
inflamatoéria nos grupos tratados com 6leo de Caryocar brasiliense Cambess,
evidenciada pela redugdo do infiltrado inflamatério e predominancia de células

mononucleares, associadas a reorganizagao tecidual.
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Figura 9. Fotomicrografias da bexiga urinaria de ratos tratados com oleo de Caryocar
brasiliense Cambess. no oitavo dia experimental (D8), coradas por hematoxilina-eosina (HE).
(A-B) G1 (500 mg): reorganizacao do urotélio e infiltrado inflamatério discreto,
predominantemente mononuclear. (C-D) G3 (1000 mg): arquitetura tecidual relativamente
preservada, com discretos focos de hiperplasia e inflamacao moderada. (E—F) G4 (2000 mg):
morfologia préxima a normalidade, com redugédo acentuada das alteragdes inflamatérias e
melhor organizagao tecidual. Objetivas de 10x (A, C, E; 200 ym) e 40x (B, D, F; 50 um).
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5.9 Integracao dos achados histolégicos

Os resultados evidenciam que o grupo nao tratado (G2) apresentou o maior
grau de comprometimento tecidual, caracterizado por alteragdes uroteliais
acentuadas, resposta inflamatdria intensa e persistente, além de comprometimento
estrutural da musculatura vesical. No quarto dia (D4), esse grupo apresentou pico de
congestao e edema (grau 3), associado a infiltrado inflamatério misto, caracterizando
fase inflamatoria aguda.

Em contrapartida, os grupos tratados com O6leo de Caryocar brasiliense
Cambess. (G1, G3 e G4) demonstraram modulagao da resposta inflamatoéria ao longo
do tempo, com redugdo do edema, transicdo para infiltrado predominantemente
mononuclear no D8 e progressiva preservagao da arquitetura tecidual. Esse efeito foi
mais evidente nos grupos G1 e G4, que apresentaram reorganizacdo mais
pronunciada do urotélio e da musculatura vesical.

O grupo controle tratado com antibidtico (G5) apresentou preservagao global
da estrutura vesical, com discreta resposta inflamatdria, servindo como referéncia de
recuperacao tecidual.

Os principais achados histologicos encontram-se sintetizados na Figura 8,
apresentada em forma de prancha comparativa, na qual é possivel visualizar, de
maneira integrada, as alteragdes nos diferentes compartimentos da bexiga urinaria,
evidenciando as diferengas entre os grupos experimentais e o efeito do tratamento ao
longo do tempo.

Em conjunto, esses achados corroboram os resultados microbioldégicos e
urinarios, evidenciando efeito terapéutico dependente da dose do 6leo de Caryocar
brasiliense Cambess, caracterizado pela reducao da intensidade inflamatéria, melhora
dos parametros estruturais e preservacao da arquitetura vesical.

A sequir, a Figura 10 apresenta imagens comparativas entre os periodos D4 e
D8 nos grupos néao tratado (G2) e tratado com antibiético (G5), evidenciando a
evolugado temporal das alteragdes histopatoldgicas, desde a fase inflamatéria aguda

até a reorganizacgéao e recuperacao tecidual.

53



Figura 10. Fotomicrografias representativas da bexiga urinaria de ratos dos grupos nao

tratado (G2) e tratado com antibiético (G5), nos periodos D4 e D8, coradas por hematoxilina-
eosina (HE). (A—-D) G2: no D4 (A-B), observa-se intensa resposta inflamatéria, com congestao
vascular, edema acentuado e infiltrado inflamatério misto; no D8 (C-D), ha persisténcia das
alteragdes e desorganizacao tecidual. (E-H) G5: no D4 (E-F), observa-se arquitetura vesical
preservada, com discreto infiltrado inflamatério; no D8 (G—H), evidencia-se aspecto préximo a
normalidade, com integridade urotelial e auséncia de edema. Objetivas de 10x (A, C, E, G;
200 um) e 40x (B, D, F, H; 50 pm).

6 DISCUSSAO

A inducao da bexiga neurogénica por transec¢cédo medular completa mostrou-
se eficaz e reprodutivel, evidenciada pela perda motora, alteracdes urinarias e
estabelecimento de infeccdo com elevada carga bacteriana.

Esses achados dialogam diretamente com a fisiopatologia descrita para lesdo
medular, na qual a interrup¢do do controle neural promove disfungdo miccional,
retencdo urinaria e favorece a colonizagéo bacteriana persistente (Bing et al., 2024;
Perez et al., 2022; Doelman et al., 2023).

A evolucdo para hematuria e alteragdes na urinalise observada no presente
estudo reforca a capacidade do modelo em mimetizar condigdes clinicas reais, nas
quais 0 manejo vesical inadequado esta diretamente associado ao desenvolvimento
de infecgdes recorrentes (Milicevic et al., 2024; Martinez et al., 2022).

A identificacdo de Escherichia coli como agente etiolégico predominante esta

de acordo com o perfil classico das infeccdes urinarias em pacientes com disfungao
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vesical (Wirth et al., 2023; Reasoner et al., 2025).

No entanto, o perfil de susceptibilidade observado — com resisténcia a
ampicilina, doxiciclina e gentamicina — sugere adaptagéo bacteriana relevante. Esse
padrao pode estar associado ao contato prévio com residuos antimicrobianos ou a
pressdo seletiva ambiental, situacdo que ja foi descrita em microrganismos
provenientes de ambientes controlados, como biotérios, que ndo sao
microbiologicamente estéreis e podem refletir exposigdes cumulativas (Oh;
Rehermann, 2021; Rosshart et al., 2019). Esse aspecto confere maior complexidade
ao modelo e o aproxima de cenarios clinicos marcados pela resisténcia
antimicrobiana.

A caracterizagdo quimica do O6leo de Caryocar brasiliense Cambess.
evidenciou predominéncia de acido oleico, corroborando dados prévios sobre a
composicao lipidica da espécie (Ascari; Takahashi; Boaventura, 2013; Mateus et al.,
2023).

Esse perfil, rico em acidos graxos monoinsaturados, tem sido associado a
propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes, com impacto direto na modulagao da
resposta inflamatéria e na estabilidade de membranas celulares (Moreno et al., 2021;
Silva et al., 2023). A presenca desses compostos sustenta a interpretacao de que os
efeitos observados no estudo estdo mais relacionados a modulagao bioldgica do
tecido do que a uma agao antimicrobiana direta.

Os ensaios de citotoxicidade reforcam essa interpretacdo, demonstrando alta
viabilidade celular mesmo em concentracdes elevadas, o que esta em consonancia
com estudos que apontam a biocompatibilidade do 6leo de pequi e seus derivados
(Fracasso et al., 2023; Pinheiro et al., 2022). Essa caracteristica € fundamental para
sustentar sua aplicacdo em sistemas biolégicos mais complexos, como o modelo in
vivo utilizado.

No que se refere aos resultados in vitro, nao foi observada inibigdo do
crescimento bacteriano. Este achado, quando analisado isoladamente, poderia
sugerir auséncia de atividade antimicrobiana; entretanto, sua interpretagcdo deve
considerar as limitagbes do sistema experimental.

A instabilidade da emulsdo e a separagao de fases reduziram a interacao

efetiva entre o éleo e o inéculo bacteriano. Dessa forma, os dados in vitro nao
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permitem concluir sobre o efeito antimicrobiano do 6leo, sendo considerados
inconclusivos. Esse ponto é consistente com a literatura, que destaca a dependéncia
da atividade de compostos naturais a sua biodisponibilidade e forma de
apresentacao (Ahmed; Tiwari; Gunjan, 2025; Rahman et al., 2024).

A analise integrada dos dados revela uma dissociagao entre os achados in
vitro e in vivo. Apesar da auséncia de efeito direto sobre o crescimento bacteriano
em ambiente controlado, o tratamento in vivo promoveu redugao da carga bacteriana
urinaria de forma dependente da dose.

Esse comportamento sugere que o 6leo ndo atua como agente antimicrobiano
classico, mas sim como modulador do microambiente inflamatério. A literatura
descreve que compostos naturais podem reduzir a persisténcia bacteriana por
mecanismos indiretos, como melhoria da resposta imune local e integridade tecidual
(Badaluta et al., 2025; Latorre et al., 2025).

Os dados de urinalise corroboram essa hipotese, demonstrando redugao de
hematuria, leucocituria e bacteriuria nos grupos tratados com doses mais elevadas.
A melhora progressiva desses parametros indica controle do processo inflamatorio e
recuperacao do urotélio, o que dificulta a manutencgao do nicho infeccioso. Esse efeito
esta alinhado com estudos que demonstram acéo anti-inflamatéria do pequi em
diferentes modelos experimentais, incluindo reducédo de citocinas inflamatdrias e
estresse oxidativo (Figueiredo et al., 2016; Coutinho et al., 2020; Moreno et al., 2023).

Os achados histoldgicos reforcam de forma consistente essa interpretagao. A
reducado do edema, da congestao vascular e do infiltrado inflamatério, associada a
transicdo de padrao inflamatério misto para mononuclear, indica evolugéo para
resolucao do processo inflamatorio. Esse padrao é descrito como caracteristico de
recuperacao tecidual e modulagao imune (Dixit; Chauhan; Jain, 2025). Além disso, a
reorganizagao do urotélio e da musculatura vesical nos grupos tratados demonstra
efeito direto sobre a preservacao estrutural, o que contribui para a restauragao
funcional do sistema urinario.

A segurancga do tratamento também foi corroborada pelos dados sistémicos.
A auséncia de alteragdes significativas em enzimas hepaticas e a manutengéo da
creatinina dentro da normalidade indicam boa tolerabilidade, mesmo em doses

elevadas. Esses achados estdao em concordancia com estudos que descrevem o 6leo
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de pequi como seguro em modelos experimentais, sem evidéncia de toxicidade
relevante (Torres et al., 2016; Fracasso et al., 2023).

Entre as limitagdes do estudo, destaca-se a dificuldade de solubilizagdo do
0leo em meio aquoso, que impactou diretamente os ensaios in vitro. Além disso, a
avaliacao frente a uma uUnica cepa bacteriana limita a extrapolagdo dos dados
microbioldgicos. Ainda assim, essas limitagcbes ndo comprometem a interpretacao
dos achados in vivo, mas indicam a necessidade de abordagens metodoldgicas mais
adequadas, como sistemas de liberacdo que aumentem a biodisponibilidade de
compostos lipofilicos.

Por fim, é importante destacar que a auséncia de atividade antimicrobiana in
vitro constitui um resultado relevante do ponto de vista cientifico. Quando analisado
em conjunto com os demais dados, esse resultado contribui para redefinir o
mecanismo de agao do 6leo de Caryocar brasiliense Cambess, evidenciando que
seus efeitos estao primariamente relacionados a modulagao da resposta inflamatoéria

e a preservacao tecidual, e ndo a uma agao antimicrobiana direta.

7. CONCLUSAO

O presente estudo confirmou que o modelo experimental de lesao medular por
transeccao completa em ratos Wistar € eficaz e reprodutivel para a indugao da bexiga
neurogénica, sendo capaz de reproduzir alteragbes funcionais, microbioldgicas,
urinarias e histolégicas compativeis com a condigdo observada em humanos. A
validacdo do modelo foi sustentada pela presenga de disfuncédo vesical, elevada
carga bacteriana urinaria e alteracdes inflamatdrias significativas, demonstrando sua
aplicabilidade para investigagdes experimentais.

A caracterizagdo quimica do O6leo de Caryocar brasiliense Cambess.
evidenciou um perfil lipidico predominante em acidos graxos monoinsaturados,
especialmente o acido oleico, associado a propriedades bioldgicas relevantes. Os
ensaios de citotoxicidade confirmaram baixa toxicidade celular, reforcando a
biocompatibilidade do composto nas condi¢des avaliadas.

Os dados obtidos nos ensaios in vitro nao permitiram estabelecer evidéncias
de atividade antimicrobiana, em razio de limitacdes relacionadas a solubilidade e a

estabilidade do sistema experimental. Dessa forma, esses resultados devem ser
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considerados inconclusivos quanto ao efeito direto do 6leo sobre o crescimento
bacteriano, destacando a importancia de abordagens metodologicas adequadas para
a avaliagcao de compostos lipofilicos.

No modelo in vivo, o tratamento com o 6leo de pequi promoveu efeitos
biolégicos relevantes, com redugdo da carga bacteriana urinaria de forma
dependente da dose e melhora dos parametros de urinalise, especialmente nas
concentragbes mais elevadas. A analise integrada dos dados indica que esses
efeitos ndo estdo relacionados a uma acgdo antimicrobiana direta, mas sim a
modulagdo da resposta inflamatéria e a preservagcdo da integridade tecidual da
bexiga.

Os achados histologicos reforcam essa interpretacdo, evidenciando redugao
do infiltrado inflamatoério, melhoria do padrao tecidual e reorganizagado da estrutura
vesical nos grupos tratados, particularmente na maior dose. Em conjunto, esses
resultados demonstram efeito anti-inflamatério consistente associado ao uso do dleo
de Caryocar brasiliense Cambess.

A avaliagdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos n&o indicou
toxicidade sistémica relevante, mesmo nas doses mais elevadas, sugerindo boa
tolerabilidade do tratamento nas condi¢cdes experimentais adotadas.

Dessa forma, conclui-se que o 6leo de pequi apresenta potencial bioldgico
relevante no contexto da bexiga neurogénica, atuando predominantemente como
modulador da resposta inflamatéria, e ndo como agente antimicrobiano direto.
Destaca-se que a auséncia de atividade antimicrobiana in vitro constitui um resultado
relevante e contribui para a compreensdo mais precisa do seu mecanismo de agao.

Por fim, os dados obtidos reforcam a importancia da investigagao de produtos
naturais da biodiversidade brasileira, ao mesmo tempo em que evidenciam a
necessidade de estudos futuros voltados ao desenvolvimento de sistemas de
formulagéo que otimizem a biodisponibilidade e ampliem a aplicabilidade terapéutica

desses compostos.
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CERTIFICADO DE ANALISE (CDA)

Nome cientifico: Caryocar brasiliense Caodigo do produto: 028

Origem da matéria prima: Cerrado / Brasil Numero do lote: AMO 028 — 002/05/2025

Parte utilizada da planta: polpa da fruta Data de fabricacio: 13/05/2025

Processo produtivo: prensado a frio Numero de analise: 151/05/2025

Conservantes: ausente Validade: 18 meses

Extracio com solvente: ausente Rastreabilidade: garantida

Origem das espécies vegetais: extrativista

COMPOSICAO FIiSICO-QUIMICA
Aparéncia (25° C) -—-- Liquido Organoléptico De acordo
Cor --- Amarelo para laranja Organoléptico De acordo
Odor -—-- Caracteristico Organoléptico De acordo
Indice de Acidez mg KOH/g <20,0 AOCS CD3D-63 4,15
Indice de peroxido meq O,/Kg <15,0 AOCS CD8 - 53 1,79
Indice de iodo gl,/100g 40— 55 AOCS TG2A - 64 47
Indice de saponificagio mg KOH/g 190 -210 AOCS CD3 - 25 184,8
Densidade (25°C) g/mL 0,856 — 0,998 AOCS 10C - 95 0,902
Matéria insaponificavel % <L5 AOCS CA 6A -40 De acordo
Ponto de fusdo °C 21 AOCS CC1 -25 De acordo
MICROBIOLOGIA
Bactérias totais ufc/mL <10° NF ISO 4833 Ausente
Fungos e leveduras ufc/mL <2x10? NF V 08-036 Ausente
RESULTADOS:  (X) APROVADO () REPROVADO

*

JAQUELINE KELLY DA SILVA MODESTO
Eng. Quimica / Responsavel Técnica
CRQ 063000475 IV REG

AMAZON OIL INDUSTRIA E COMERCIO DE OLEOS VEGETAISLTDA
Passagem Az de Ouro, 19. Bairro Levilandia. Ananindeua — Para — Brasil, CEP: 67015-760
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SEGURANCA DE SAUDE: produto inofensivo, exclusivamente para uso cosmético, nao é
adequado para consumo humano

ARMAZENAMENTO: deve ser armazenado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz e do
calor.

Observacao: Considerando que se trata de um produto natural, se as diretrizes de
armazenamento ndo forem atendidas, as propriedades fisico-quimicas podem variar, reduzindo
assim seu prazo de validade. Apods a abertura, o produto deve ser consumido o mais rapido
possivel. O contato com o oxigénio gera um processo oxidativo, diminuindo a vida util do

produto.
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0 r\ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
C\p UA CIAEP: 02.0341.2019
e

Comissso de Etica no Uso de Animats UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

CERTIFICADO (06/2023)

Certificamos que a proposta intitulada: “ACAO ANTIMICROBIANA DA DESFERROXAMINA NO
TRATAMENTO DE INFECCOES DO TRATO URINARIO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
BEXIGA NEUROGENICA EM RATOS” Processo 23115.002717/2023-07, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho, que envolve a produgédo, manutengao
ou utilizagado de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi considerado
APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal
do Maranhao, na reuniao realizada em 14 de abril de 2023.

We certify that the proposal: “ANTIMICROBIAL ACTION OF DEFERROXAMINE IN THE
TREATMENT OF URINARY TRACT INFECTIONS IN EXPERIMENTAL MODEL OF
NEUROGENIC BLADDER IN RATS”, Process 23115.002717/2023-07, under the responsibility
of Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho, which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, sub phylum Vertebrata (except humans beings) for
scientific research purposes (or teaching) - is in accordance with Law No. 11,794, of October 8,
2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethics Committee
on Animals Use of the Federal University of Maranhdo (CEUA - UFMA), in meeting of April 14,

2023.
PROPOSTA
Finalidade: Pesquisa Area: Ciéncias da Saude
Vigéncia: 01/06/2024 a 30/07/2027
ANIMAIS
Origem: Biotério Central da UFMA
Espécie: Rattus Sexo: Fémeas Idade: 60 dias AMOSTRA
%;\;:glcus Peso: * 250g 65 ratas

Local do experimento: Biotério Setorial da Pés-Graduagao do CCBS/UFMA.

S3ao Luis, 24 de abril de 2023
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ANEXO C - Uso de Inteligéncia Artificial

DECLARA(}AO DE ACORDO PARA UTILIZA(}AO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL
(Art. 12, inciso |, da Resolugdo n2 374/2025 — CONSAD)

Eu, Raysa Lins Caldas, discente regularmente matriculada no Programa de Pos-graduacao
em Ciéncias da Saude, declaro que fui devidamente autorizada pelo Prof. Dr. Rafael
Cardoso Carvalho, orientador do projeto de pesquisa intitulado: “ATIVIDADE DO OLEO
DE PEQUI (Caryocar brasiliense Cambess.) NO TRATAMENTO DE INFECCAO DO
TRATO URINARIO EM MODELO EXPERIMENTAL DE BEXIGA NEUROGENICA
EM RATOS” a utilizar ferramentas de Inteligéncia Artificial, no desenvolvimento das
atividades académicas relacionadas a este trabalho.

O uso da Inteligéncia Artificial foi realizado de forma ética, responsavel e transparente, com
finalidade de apoio a organizacdo de ideias, revisdo textual, esclarecimento conceitual e
aprimoramento da escrita, ndo substituindo a autoria intelectual, a andlise critica ou a
responsabilidade académica da discente.

Este acordo estd em conformidade com o disposto no Art. 12, inciso I, da Resolugdo n°
374/2025 — CONSAD, que estabelece a necessidade de acordo prévio entre discente e docente,
com registro da autorizac¢do para uso de IA no contexto académico.

Declaro, ainda, que todas as informagoes, analises, interpretagdes e conclusdes apresentadas no
trabalho sdo de minha inteira responsabilidade, respeitando os principios da integridade
académica e da originalidade.

Por ser verdade, firmamos a presente declaragao.

Prompts/Comandos Utilizados (Art. 12, inciso I1I)

i “Atue como um pesquisador em microbiologia clinica. Realize uma revisdo da
literatura cientifica sobre a atividade antimicrobiana de compostos lipofilicos de
origem vegetal, com foco em oleos ricos em dcidos graxos (como o Caryocar
brasiliense). Explique por que esses compostos frequentemente apresentam
limitagoes na determinag¢do da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) em meio
aquoso.”

ii. “Atue como um especialista em infectologia. Descreva o perfil microbiologico das
infeccoes do trato urindrio associadas a bexiga neurogénica, com énfase na
prevaléncia de Escherichia coli uropatogénica (UPEC) e nos fatores que contribuem
para resisténcia antimicrobiana em pacientes com reten¢do urindria e
cateterizacdo.”

iii. “Como microbiologista, descreva os principais fatores de viruléncia da Escherichia
coli uropatogénica (UPEC), incluindo adesinas, formagdo de biofilme e invasdo
celular. Explique como esses mecanismos influenciam a persisténcia da infecg¢do
urinaria em modelos experimentais.”

iv. “Atue como farmacologista clinico. Analise o uso de amoxicilina associada ao dcido
clavuldnico no tratamento de ITUs, considerando os valores de CIM para E. coli.
Explique em quais condicoes terapéuticas podem ocorrer falhas, especialmente em
pacientes com bexiga neurogénica.”

V. “Atue como pesquisador em farmacologia experimental. Compare a eficdcia de
tratamentos convencionais com antibioticos versus terapias complementares
baseadas em compostos naturais, como oleos vegetais, no contexto de infec¢oes
urindrias associadas a lesdo medular.”



VI.

Vii.

VIil.

ix.

XI.

Xii.

XIii.

Xiv.

XV.

“Atue como um bioquimico. Descreva a composi¢do quimica do oleo de Caryocar
brasiliense, destacando a presenca de acidos graxos como dacido oleico, palmitico e
linoleico. Explique como essas moléculas podem influenciar processos inflamatorios
e resposta celular.”

“Atue como um especialista em bioquimica celular. Explique os mecanismos pelos
quais compostos lipidicos naturais exercem efeito anti-inflamatorio, incluindo
modulagdo de citocinas (IL-6, TNF-a) e vias de sinaliza¢cdo como NF-kB.”

“Atue como um especialista em microbiologia experimental. Analise os desafios
metodologicos na avalia¢do da atividade antimicrobiana de substdncias hidrofobicas
em ensaios de microdiluigio em caldo, incluindo o papel da emulsificagdo,
solubilidade e formacao de fases.”

“Atue como um especialista em quimica analitica. Descreva os principios da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) na
identificacdo de dcidos graxos em oleos vegetais, incluindo interpretagdo de
cromatogramas e indices de retengdo.”

“Atue como um fisiologista. Explique as alteragoes fisiopatologicas da bexiga
neurogénica apos lesdo medular, incluindo disfungdo do detrusor, reten¢do urinaria
e predisposi¢do a infec¢oes recorrentes.”

“Atue como um especialista em patologia experimental. Descreva as principais
alteragoes histologicas observadas em tecidos vesicais, renais e hepdticos em
modelos de infec¢do urindria associada a bexiga neurogénica.”

“Atue como um especialista em toxicologia. Avalie a segurang¢a de compostos
derivados de oleos vegetais, destacando pardmetros como citotoxicidade (ensaio
MTT), efeitos hematologicos e alteragoes histologicas.”

“Atue como um especialista em andadlise de dados experimentais. Interprete
resultados microbiologicos expressos em UFC/mL em modelos experimentais de
infecg¢do urinaria, considerando evolugdo da carga bacteriana ao longo do tempo e
resposta a diferentes tratamentos.”

“Atue como um pesquisador em farmacologia translacional. Discuta por que um
composto pode ndo apresentar atividade antimicrobiana in vitro, mas demonstrar
efeito terapéutico in vivo, considerando fatores como biodisponibilidade, modulagdo
inflamatoria e interagdo com o sistema imune.”

“Atue como um especialista em metodologia cientifica. Avalie um delineamento
experimental com grupos controle (positivo e negativo) e tratamentos em diferentes
doses, discutindo a importancia da andlise dose-dependente em estudos preé-
clinicos.”
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