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RESUMO

A cistite intersticial/sindrome da dor vesical (CI/BPS) é uma condicdo inflamatoria cronica,
nao infecciosa, que acomete humanos e felinos, caracterizada por dor suprapubica e polaciuria.
A etiologia incerta e a eficacia limitada das terapias disponiveis justificam a busca por
intervengoes seguras e capazes de modular a inflamacgao vesical. Nesse contexto, avaliou-se o
meio ativado por plasma atmosférico frio (PAM), reconhecido por sua seguranga biologica e
propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes e antimicrobianas, quanto a sua eficacia em
modelo experimental de cistite induzida por H.O. em ratas Wistar, em comparacao a solucdo
salina (NaCl) e ao sulfato de condroitina. Foram utilizadas 20 ratas Wistar adultas, ndo
castradas, oriundas do Biotério de Pequenos Mamiferos da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), mantidas sob fotoperiodo controlado, temperatura média de 23 °C ¢
acesso ad libitum a agua e racdo. A CI foi induzida por via transuretral com dose tnica de 300
uL de solugdo de H20: a 1,5%, suspensa em 1 mL de solucdo salina estéril. Os animais foram
alocados aleatoriamente em quatro grupos experimentais: GO (controle, sem inducdo), G1
(NaCl 0,9%), G2 (sulfato de condroitina 0,2%) e G3 (solucdo fisioldgica NaCl 0,9% tratada
com plasma atmosférico frio0). Todos os grupos receberam tramadol (4 mg/kg, via oral) por trés
dias. Apos dez dias de tratamento, procedeu-se a eutandsia e as analises histopatoldgicas das
lesdes uroteliais. dicionalmente, foram mensurados desfechos funcionais (nimero e area de
mic¢des, volume urinario, proteinuria/UPC), hematoldgicos e estereologicos (VvU%, Vvip%,
Vvi%, VvCoag% e Vlumen%). A inducao mostrou-se efetiva, com ocorréncia de polacitria no
segundo dia experimental. No 11° dia, observou-se redugdo de VvU% nos grupos G2 e G3,
compativel com maior reple¢do vesical (relagdo inversa com VIimen%). O grupo G3
apresentou menor Vvlp% e reducdo de VvCoag%, aproximando-se do padrao-controle (GO),
enquanto o G2 evidenciou efeito tardio, associado a remodelamento progressivo da lamina
propria. O Vvi% permaneceu elevado nos grupos induzidos, sendo, no G3, compativel com
uma fase ativa de reparo tecidual. No hemograma, verificaram-se leucocitose e neutrofilia nos
grupos induzidos; a trombocitose foi mais acentuada em G2, enquanto o grupo G3 manteve
valores plaquetarios proximos ao controle. O tratamento com NaCl (G1) ndo exerceu efeito
modulador. Conclui-se que os tratamentos atuam por mecanismos distintos € complementares:
o PAM apresentou efeito precoce, com modulagao inflamatoéria e preservacdo funcional,
enquanto a condroitina demonstrou efeito restaurador tardio. Ambos reduziram a perda proteica
urinaria e protegeram a funcao vesical, sustentando potencial translacional para o manejo da
CI/BPS em humanos e da cistite idiopatica felina, recomendando-se seguimento prolongado
para confirmagao da estabilidade funcional e do remodelamento tecidual.

Palavras-chave: Cistite, Plasma nao térmico, Urotélio



ABSTRACT

Interstitial cystitis/bladder pain syndrome (IC/BPS) is a chronic, non-infectious inflammatory
condition that affects humans and felines, characterized by suprapubic pain and pollakiuria.
The uncertain etiology and limited efficacy of available therapies justify the search for safe
interventions capable of modulating bladder inflammation. In this context, the efficacy of
plasma-activated medium (PAM), recognized for its biological safety and anti-inflammatory,
wound-healing, and antimicrobial properties, was evaluated in an experimental model of
cystitis induced by H:0: in Wistar rats, in comparison with saline solution (NaCl) and
chondroitin sulfate. Twenty adult, non-castrated female Wistar rats from the Small Mammal
Facility of the Federal Rural University of the Semi-Arid (UFERSA) were used. The animals
were maintained under controlled photoperiod and an average temperature of 23 °C, with ad
libitum access to food and water. IC was induced transurethrally with a single dose of 300 puL.
of 1.5% H20: solution suspended in 1 mL of sterile saline. Animals were randomly distributed
into four experimental groups: GO (control, non-induced), G1 (0.9% NaCl), G2 (0.2%
chondroitin sulfate), and G3 (0.9% NaCl solution treated with cold atmospheric plasma). All
groups received tramadol (4 mg/kg, orally) for three days. After ten days of treatment,
euthanasia and histopathological analysis of urothelial lesions were performed. Additionally,
functional parameters (number and area of micturition spots, urinary volume, proteinuria/UPC),
hematological indices, and stereological variables (VvU%, VvIp%, Vvi%, VvCoag%, and
VIumen%) were evaluated. The induction protocol was effective, as evidenced by the
occurrence of pollakiuria on the second experimental day. On day 11, a reduction in VvU%
was observed in groups G2 and G3, consistent with greater bladder filling (inverse relationship
with Vlimen%). Group G3 showed lower Vvlp% and reduced VvCodag%, approaching the
control pattern (GO), whereas G2 exhibited a delayed effect associated with progressive
remodeling of the lamina propria. Vvi% remained elevated in the induced groups; in G3, this
pattern was compatible with an active phase of tissue repair. Hematological analysis revealed
leukocytosis and neutrophilia in the induced groups; thrombocytosis was more pronounced in
G2, whereas G3 maintained platelet counts comparable to the control group. Treatment with
NaCl (G1) showed no modulatory effect. It is concluded that the treatments act through distinct
yet complementary mechanisms: PAM exerted an early effect characterized by inflammatory
modulation and functional preservation, whereas chondroitin demonstrated a delayed
restorative effect. Both treatments reduced urinary protein loss and protected bladder function,
supporting their translational potential for the management of IC/BPS in humans and feline
idiopathic cystitis, with prolonged follow-up recommended to confirm functional stability and
tissue remodeling.

Key words: Cystitis, Non-thermal plasma, Urothelium.
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1. INTRODUCAO

A cistite idiopatica, em suas diferentes manifestagdes clinicas, representa uma condicao
inflamatoria cronica de elevada complexidade e impacto, tanto na medicina humana quanto na
veterinaria. Em humanos, a Sindrome da Dor Vesical (Bladder Pain Syndrome — BPS), e, em
felinos, a Cistite Idiopatica Felina (CIF), sdo entidades clinicas ndo infecciosas, caracterizadas
por dor pélvica recorrente, urgéncia urinaria e desconforto vesical, que comprometem

severamente a qualidade de vida dos pacientes (Jones et al., 2021).

Embora os mecanismos etiopatogénicos ainda nao estejam completamente elucidados,
acredita-se que tanto a BPS quanto a CIF envolvam multiplos fatores inter-relacionados,
incluindo aumento da permeabilidade da parede vesical, disfun¢des neuroldgicas, estresse
cronico, predisposicdo genética, influéncias ambientais e a presenga de comorbidades
autoimunes, infecciosas ou sistémicas. Um dos principais eventos patogénicos compartilhados
por ambas as doencas ¢ o aumento da permeabilidade da mucosa vesical, permitindo a
penetracdo de componentes da urina, em especial o potassio, nas camadas profundas da parede
da bexiga. Essa exposicao tecidual ao potdssio desencadeia inflamagdo local, dor e disfuncao

do epitélio urotelial (Jones et al., 2021).

Pesquisas revelam que a CIF promove alteragdes nos glicosaminoglicanos luminais ¢ em
diversas proteinas da mucosa vesical, de forma semelhante ao observado na BPS humana, o
que reforga a hipotese de mecanismos patologicos compartilhados entre essas espécies. Com
base em similaridades bioquimicas, clinicas e histopatologicas, a CIF tem sido amplamente
reconhecida como um modelo experimental translacional promissor para o estudo da BPS

(Jones et al., 2021).

A SBP e a CIF representam um desafio persistente na pratica clinica, sobretudo pela
incerteza de sua etiologia e pela limitada eficacia das terapias atualmente disponiveis. Embora
as ultimas duas décadas tenham sido marcadas por avangos no entendimento da doenca, a
condugdo terapéutica da SBP ainda se baseia em abordagens empiricas, geralmente por
tentativa e erro, motivando pesquisas voltadas a caracteriza¢do de sua patologia, ao estudo do
microbioma e a identificacao de biomarcadores que permitam melhor classificar os pacientes e

orientar intervengdes mais direcionadas (Calik, 2020; Cacciatore, 2024).
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Nos ultimos anos, observa-se um avango expressivo no uso de terapias fisicas inovadoras,
que empregam estimulos fisicos em substituigdo ou complemento aos farmacos. Entre essas
abordagens, a ozonioterapia tem se destacado como alternativa promissora no manejo da BPS,
em virtude de suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e imunomoduladoras (Pires,
2023). Por sua vez, a fotobiomodula¢do atua sobre fibras sensoriais A-delta e C, cuja
hipersensibilidade contribui para alteracdes urinarias na cistite. Nesse contexto, estudos
experimentais demonstraram que a técnica pode melhorar fungdes de armazenamento e

esvaziamento vesical em modelos animais da doencga (Ishibashi et al., 2024).

Nesse contexto, o Plasma Atmosférico Frio (CAP do inglés, cold atmospheric plasma)
no local da ferida (Turrini, 2017). tem se destacado como uma tecnologia emergente
promissora, apresentando propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes ¢ imunomoduladoras
(Laroussi et al., 2018; Kim et al., 2022). O PAF tem despertado interesse global na area da
saude devido a sua comprovada capacidade de promover regeneracdo tecidual, melhorar
proliferacdo celular e influenciar alteragdes nas proteinas juncionais, essenciais na fragilizacao
da CIF, além de modular a sintese da matriz extracelular. Adicionalmente, o PAF atua na
expressao génica de genes relacionados a cicatrizacdo de feridas, angiogénese e oxidagdo da

camada lipidica epitelial, promovendo ainda a vascularizacao.

O tratamento com plasma atmosférico frio (PAF) pode ocorrer de forma direta, por
aplicacdo em jato sobre células e tecidos — embora limitado principalmente a superficies
cutaneas (Chen et al., 2017) — ou de modo indireto, por meio dos meios ativados por plasma
(PAM). Estes sao liquidos expostos ao PAF, nos quais as espécies reativas permanecem ativas

e conferem propriedades terap€uticas ao meio (Zhou et al., 2020).

Ha relatos do potencial terapéutico do plasma atmosférico frio no trato urindrio. Zhu et
al. (2023) investigaram a perfusdo intravesical com solugdo salina ativada por plasma no
tratamento do carcinoma urotelial ndo musculo-invasivo, observando indu¢do de apoptose
mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS) e reducdo significativa do crescimento
tumoral, sem efeitos colaterais relevantes. De modo complementar, Tavares et al. (2021)
demonstraram que a aplicagdo do PAF no tratamento do carcinoma de bexiga em humanos

permite uma agdo seletiva sobre o tecido tumoral, preservando o urotélio saudavel, além de

12



apresentar vantagens econdmicas frente as terapias convencionais. No entanto, ainda ndo foram

investigados os efeitos terapéuticos do CAP em cistites.

No campo experimental, Taga et al. (2023) desenvolveram um modelo murino de cistite
cronica por meio da instilagdo intravesical de perdxido de hidrogénio (H:0:), capaz de
desencadear inflamagdo persistente, hiperatividade vesical e alteragdes morfofuncionais
compativeis com quadros cronicos. Embora o modelo tenha se mostrado eficaz em
camundongos, os autores ressaltam que o uso de ratos proporciona maior acuracia em
avaliagdes comportamentais, urodindmicas ¢ histologicas. Além disso, os resultados
demonstraram que o H.0O: induz modificagdes miccionais duradouras, configurando-se como
alternativa mais apropriada em relacdo a ciclofosfamida, geralmente associada a processos

inflamatorios agudos.

Dessa forma, considerando a capacidade do H2O: de induzir alteracdes compativeis com
a cistite cronica, sua administracao intravesical foi utilizada no presente estudo para estabelecer
um modelo experimental em ratas Wistar que refletisse, de forma mais fidedigna, os aspectos
fisiopatologicos da CIF em gatos e da BPS em humanos. A adogao deste modelo visou permitir

analises comportamentais, urodinamicas e histolégicas com maior representatividade clinica.

Com base nesse modelo, esta pesquisa propds-se a avaliar os efeitos terapéuticos do PAF
sobre o urotélio inflamado, buscando elucidar seus impactos sobre os processos inflamatorios
da bexiga e explorar seu potencial como abordagem alternativa e menos invasiva para o manejo
de doengas vesicais cronicas. O presente estudo, portanto, ndo apenas se insere no campo da
medicina veterinaria, mas também estabelece conexdes relevantes com a medicina humana, ao
investigar estratégias inovadoras que possam contribuir para o avango terapéutico em ambas as

espécies.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Cistite Intersticial

A cistite intersticial € uma sindrome grave que afeta a qualidade de vida de milhares de

pessoas e animais em todo o mundo.

Em humanos, a cistite intersticial, também conhecida como sindrome da bexiga dolorosa,
¢ uma condig¢do cronica do trato urinario inferior marcada por dor vesical, desconforto pélvico,
urgéncia e aumento da frequéncia urinaria, sem que haja infeccdo bacteriana detectavel
(Homma et al., 2020). Diferentemente das infec¢des urindrias comuns, as culturas sao negativas
e os antibioticos ndo apresentam efeito terapéutico, o que reforca seu carater ndo infeccioso.
Embora a causa exata ainda ndo esteja completamente elucidada, estudos indicam a possivel
participagdo de fatores inflamatdrios, alteragdes neurogénicas e comprometimento da barreira

urotelial (Hanno et al., 2011).

A SBP pode ser classificada em dois subtipos: a forma com lesdes de Hunner,
caracterizada por inflamagdo intensa e ulceras visiveis na mucosa da bexiga, e a forma ndo
Hunner, na qual os sintomas estdo presentes mesmo com alteragdes anatdmicas minimas
(Homma et al., 2020). O diagnostico € clinico e envolve a exclusdo de outras condi¢cdes com
sintomas semelhantes, como infec¢do do trato urindrio, calculos vesicais ¢ bexiga hiperativa

(Macdiarmid et. al., 2007).

Trata-se de uma doenca de impacto profundo, que compromete significativamente a
qualidade de vida dos pacientes. Os sintomas da SBP afetam nao apenas o bem-estar fisico,
mas também o desempenho de atividades cotidianas, as relagdes interpessoais e a vida sexual,
estendendo-se também as esferas emocional e psicoldgica, contribuindo para um quadro de
sofrimento crénico. Em razdo da variabilidade clinica entre os casos, o termo “sindrome da
bexiga dolorosa” foi incorporado a nomenclatura com o objetivo de englobar os diferentes
perfis sintomdticos observados. Apesar da gravidade do impacto, as estratégias diagndsticas e
terapéuticas atualmente disponiveis ainda sdo limitadas, o que reforca a necessidade de

desenvolver e testar novas abordagens terapéuticas mais eficazes (Li et al., 2022).

A cistite intersticial com lesdes de Hunner (HIC) constitui um subtipo bem definido da

cistite intersticial/sindrome da bexiga dolorosa (CI/SBP), distinguindo-se pela presenca das
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chamadas lesdes de Hunner, areas visiveis de inflama¢do na mucosa vesical. Esse subtipo
apresenta inflamacao intensa da parede da bexiga, caracterizada histologicamente por infiltrado
linfoplasmocitario, dano epitelial significativo e aumento na densidade de mastocitos
subepiteliais (Lin et al., 2021). Do ponto de vista imunoldgico, observa-se na HIC uma redugio
de mediadores anti-inflamatoérios e imunorreguladores locais, além de um desequilibrio no
perfil de macrofagos, com predominancia de macréfagos M1 pro-inflamatorios e diminui¢ao
dos M2, que sdo associados a resolucao da inflamacao. Este desbalango favorece a perpetuacao
do processo inflamatdrio e da lesdo tecidual cronica, distinguindo a HIC dos demais subtipos
de SBP e sugerindo possiveis semelhancas com doengas autoimunes. Tais caracteristicas
reforgam a importincia de abordagens terapéuticas direcionadas a modula¢do da resposta

inflamatoria e das vias imunoldgicas envolvidas (Maeda et al., 2015).

Por outro lado, a cistite intersticial sem lesdes de Hunner (NHIC), reconhecida como um
subtipo distinto da sindrome da bexiga dolorosa, manifesta-se clinicamente por dor cronica,
urgéncia e aumento da frequéncia urindria, porém sem a presenca das lesdes inflamatorias
caracteristicas da HIC (Mostafa et al., 2024). Histologicamente, a NHIC apresenta alteragdes
inflamatorias mais discretas, com predominio de disfuncdo urotelial leve. Essa disfun¢ao
compromete a camada protetora da bexiga, facilitando o contato de substancias urindrias com
terminagdes nervosas sensoriais €, consequentemente, desencadeando dor e hipersensibilidade.
Embora possa haver inflamacao leve e discreto aumento de mastdcitos, o quadro inflamatoério
¢ menos pronunciado do que na HIC. Além disso, mecanismos neurogé€nicos parecem
desempenhar papel central na fisiopatologia da NHIC, com destaque para a ativagao neuronal

periférica e central, que amplifica os sintomas dolorosos (Jhang et al., 2022).

A distingdo entre NHIC e HIC, portanto, ¢ essencial ndo apenas para o diagnostico
diferencial, mas também para a escolha de abordagens terapéuticas mais direcionadas,
considerando que cada subtipo apresenta particularidades imunopatoldgicas e fisiopatologicas
bem definidas. Enquanto a HIC exige intervencdes com foco na modulacdo da resposta
inflamatoria e imunologica, a NHIC tende a responder melhor a terapias voltadas a restauragdo
da barreira urotelial e ao controle da hipersensibilidade neural. Essa diferenciagao €, portanto,
um passo crucial para o manejo clinico mais eficaz e individualizado dos pacientes com

CI/SBP.
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Assim como a cistite intersticial/sindrome da bexiga dolorosa em humanos, cuja origem
¢ multifatorial e ainda nao totalmente compreendida, os gatos domésticos (Felis catus) podem
desenvolver uma condic¢ao anéloga: a cistite idiopatica felina (CIF). Essa enfermidade integra
o grupo das Doengas do Trato Urinario Inferior Felino (DTUIF), responsaveis por uma parcela
significativa dos atendimentos veterinarios — entre 3% e 5% nas clinicas gerais, podendo
alcangar até 8% em centros especializados (He et al., 2022). O termo DTUIF refere-se a um
conjunto de sinais clinicos, como disuria, polacituria, hematuria, estrangtria € mic¢ao fora da
caixa de areia, sem necessariamente indicar uma causa especifica (Dorsch et al., 2016;

Westropp et al., 2022).

No caso da CIF, os sinais sdo frequentemente inespecificos e semelhantes aos de outras
condicdes urindrias, o que dificulta o diagnostico preciso. Além das alteragdes urindrias, €
comum observar mudangas comportamentais, como isolamento, irritabilidade, apatia ou
agressividade. A lambedura excessiva da regido genital, em resposta a dor, ¢ outro sinal
frequente. Em casos mais graves, podem ocorrer obstrucao uretral, vomitos e diarreia. Por isso,
a observacao atenta por parte dos tutores e a intervencao veterindria precoce sdo essenciais para

o manejo eficaz da doenca e a preservagdo do bem-estar do animal (Defauw et al., 2011).

Dentre os diversos diagndsticos diferenciais que compdem essa sindrome, a CIF ¢ a mais
frequentemente identificada, especialmente quando ndo se detecta nenhuma causa organica ou
infecciosa especifica, mesmo apds exames clinicos e laboratoriais detalhados (Sparkes, 2018).
Trata-se de uma condigdo espontanea, recorrente e de dificil manejo, que compartilha com a CI
humana importantes semelhancas clinicas e fisiopatoldgicas, como disfungdo da barreira
urotelial, dor cronica e auséncia de infec¢@o bacteriana. Estima-se que entre 55% e 67% dos
casos de DTUIF sejam classificados como CIF (Dorsch et al., 2014; Forrester et al., 2015),
sendo que até 65% dos gatos acometidos apresentam recorréncia dos episodios ao longo de um
ano (Kruger et al., 2015). Devido a mic¢ao inapropriada e a cronicidade dos sintomas, essa
enfermidade também se configura angustiante para os tutores, sendo apontada como uma das

principais causas de abandono de felinos domésticos (Westropp et al., 2014).

2.1.1. Etiologia

A etiologia da cistite intersticial/sindrome da dor vesical (CI/SDV) em humanos e da CIF

em gatos ainda ndo ¢ completamente compreendida, sendo ambas condi¢des influenciadas por
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multiplos fatores sistémicos e ambientais. Em humanos, a CI/SDV acredita-se resultar de uma
interagdo complexa entre sistemas neuroldgicos, endocrinos e imunoldgicos, com causas
subjacentes como inflamagdo neurogénica, reacdes autoimunes, infecgdes, ativagdo de
mastocitos, alteracdo da camada de glicosaminoglicanos (GAG) e aumento da permeabilidade

do epitélio vesical (Li et al., 2022).
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Figura 1 — Estrutura histologica da parede vesical.

Fonte: Adaptado de Taranto, 2017.

Na CIF, os gatos afetados demonstram hipersensibilidade ao estresse, reagindo de forma
desproporcional a alteragdes no ambiente. Entre os fatores envolvidos, destaca-se a disfungao
da camada de glicosaminoglicanos (GAGs), que normalmente protege o urotélio contra agentes
irritativos presentes na urina. Na CIF, a redu¢do dessa barreira permite o contato direto de ions,

como potassio, com o epitélio, desencadeando inflamagdo e ativacdo de neurdnios sensoriais

(Hostutler et al., 2005).

Esse estimulo neural promove a liberagdo de substancia P, um neuropeptideo envolvido
na amplificagdo da resposta inflamatéria, com aumento da permeabilidade vascular, edema e

ativacdo de mastécitos (Gunn-Moore, 2003). Além disso, esses neurdnios apresentam
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sensibilidade aumentada a estimulos fisicos e quimicos, perpetuando o ciclo inflamatério

(Westropp, 2014).

A predisposi¢cdo genética € a exposicao a ambientes estressores parecem contribuir para
a manifestacdo clinica da CIF, que costuma evoluir de forma ciclica, com periodos de melhora

seguidos por recaidas associadas ao estresse.

Em felinos, a CIF ¢ fortemente influenciada por fatores de risco que variam conforme o
ambiente e o manejo dos gatos, com destaque para o estresse como fator central. A exposi¢cao
a eventos imprevisiveis ou atipicos atua como um importante estressor, contribuindo para o
desenvolvimento da CIF e da Sindrome do Trato Urindrio Inferior Felino (STUI) (Buffington,

2006; Lund et al., 2016).

O estresse, seja breve ou prolongado, desempenha um papel significativo em ambas as
condig¢des, sendo fundamental na compreensao de seus mecanismos € na implementagao de

estratégias de prevengao e tratamento eficazes (Cameron et al., 2004; Stella et al., 2011).

Do ponto de vista funcional, em gatos, a proximidade anatomica entre o centro pontino
de controle da micc¢do e as vias neurais envolvidas na resposta ao medo pode explicar a
intensificagdo dos sintomas urinarios em situagdes estressantes (Forrester et al., 2015). A CIF
frequentemente se manifesta com sinais sistémicos adicionais, incluindo disturbios
gastrointestinais, alteragdes dermatoldgicas e alteracdes comportamentais (Westropp et al.,
2019; He et al., 2022), o que evidencia sua complexidade clinica e reforca a necessidade de

abordagens terapéuticas integradas e personalizadas.

2.1.2. Epidemiologia

A prevaléncia da cistite intersticial/sindrome da dor vesical (CI/SDV) em humanos varia
amplamente, devido a auséncia de definicdes e métodos diagndsticos uniformes. Estimativas
indicam uma taxa de incidéncia entre 0,01% e 6,5%, com diferengas regionais e étnicas
significativas. Nos Estados Unidos, a prevaléncia entre mulheres varia de 2,7% a 6,5%,
enquanto na Europa, os numeros sdo de 300 casos por 100.000 habitantes na Finlandia, 206 por
100.000 na Austria e 147 por 100.000 em Boston. Na Asia, 261 mulheres coreanas por 100.000
sdo afetadas, com uma taxa de 0,027% no Japdo, e, em contraste, a China apresenta uma

prevaléncia mais baixa, de 21,8 a 100 casos por 100.000 (Li et al., 2022).
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Paralelamente, a sindrome de disfun¢do do DTUIF ¢ uma condi¢do frequente em gatos,
correspondendo a 1,5% a 4,5% dos casos atendidos em clinicas veterinarias. A CIF representa
a principal causa de DTUIF, com prevaléncia variando entre 55% e 67% dos casos em
diferentes paises. Estudos reportam 55% na Alemanha, 55,5% na Noruega, 60,7% na Poldnia,
66,4% na Coreia e 57,7% na Tailandia (He et al., 2022; Kim et al., 2018; Lekcharoensuk, 2001;
Nururrozi et al., 2020).

2.1.3. Patogenia

O mecanismo patolégico da CI/BPS em humanos permanece indefinido, com as lesdes de
Hunner como os achados mais caracteristicos, presentes apenas em uma fracdo dos casos. A
classificagdo diagnostica divide a condigdo em cistite intersticial tipo Hunner, que se apresenta
com desnudacdo epitelial, vasodilatacdo, edema, hemorragia difusa e intensa inflamagdo com
infiltragdo de linfocitos, neutrofilos, granuldcitos eosinofilicos, macrofagos, mastocitos e
células plasmaticas; e cistite ndo-Hunner, que ¢ caracterizada por infiltragdes inflamatodrias

dispersas e fibrose subepitelial de variacdo moderada a densa (Li et al., 2022).

A cistite intersticial (CI) envolve multiplos mecanismos fisiopatologicos. Alteracdes na
camada de glicosaminoglicanos (GAGs) e glicoproteinas, que revestem o urotélio,
comprometem sua funcao de barreira, aumentando a permeabilidade e permitindo a passagem
de ions como potassio. Isso ativa mastdcitos e terminagdes nervosas, contribuindo para os
sintomas urinarios, além de integrarem a matriz extracelular, funcionando como suporte

biomecanico e modulando a progressao da doenga (Sant, 2002).

A inflamagdo tem papel central na CI. Mastdcitos ativados por diversos estimulos liberam
mediadores como histamina, prostaglandinas e 6xido nitrico (Rudick et al., 2008; Lauritano et

al., 2023).

Disfun¢des neuroenddcrinas, especialmente no sistema nervoso simpatico € no eixo
hipotalamo-hip6fise-adrenal, também sdo descritas. Neurotransmissores como acetilcolina e
ATP também contribuem para a dor vesical, por meio da ativagdo de receptores purinérgicos e

muscarinicos (Stenqvist et al., 2020; Sui et al., 2013).

Alteragdes na expressdao génica comprometem a proliferagdo e o reparo do urotélio,
favorecendo a cronicidade da doenca. A ciclina DI, essencial para o ciclo celular, ¢

negativamente regulada, principalmente pela desregulagdo da via PI3K/Akt, o que reduz a
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proliferacdo e a viabilidade celular. A E-caderina, cuja superexpressdo afeta a integridade
tecidual, ¢ influenciada pela via Wnt/B-catenina, prejudicando a coesdo entre células. A
vimentina, marcador da transi¢cdo epitelial-mesenquimal, também ¢ regulada negativamente,
em associagao a sinaliza¢do do TGF-, comprometendo a diferenciacdo celular e a regeneragao
do tecido. Alteragdes na expressdo de a2-integrina, a-catenina e genes do complexo SWI/SNF
agravam esse cenario, dificultando a regeneracdo epitelial e contribuindo para a persisténcia

dos sintomas e recidivas (Jin et al., 2021).

De maneira semelhante, em gatos, a CIF apresenta uma etiopatogenia ainda nao
completamente elucidada, relacionada a interagdes entre fatores estressantes ambientais,
sistema neuroendocrino e a fisiologia da bexiga. Reche e Hagiwara (2001) ressaltam que a
inflamacao associada a CIF pode resultar em um espessamento persistente da parede da bexiga,
mesmo sem manifestacdes clinicas, evidenciando sua natureza cronica (He et al., 2022).
Estudos de Heche et al. (2001) mostram que, assim como na cistite intersticial tipo Hunner, ha
aumento da espessura das camadas mucosa e muscular, infiltragdo inflamatoria mononuclear,
petéquias subepiteliais, hiperplasia e pregueamento epitelial, além de maior vascularizagdo da
lamina propria e infiltracdo inflamatoria perineural, sugerindo a presenca de cistite cronica em
felinos com doenga idiopatica do trato urindrio inferior. Buffington (2011) classifica as
possiveis causas da CIF em irregularidades externas locais, alteracdes intrinsecas no trato
urindrio inferior e disfungdes em sistemas internos que podem afetar a patologia do mesmo, o

que ecoa a complexidade envolvida na etiologia da CI/BPS em humanos.

Pesquisas indicam que gatos mais sensiveis, especialmente aqueles que passaram por
situagdes estressantes precoces, tém maior chance de desenvolver a condicdo, principalmente
quando expostos a ambientes instaveis ou inadequados. Fatores como mudancgas constantes na
dieta, falta de atividade fisica, obesidade, uso de areia sanitdria inapropriada, convivéncia com
varios gatos e auséncia de locais seguros e elevados contribuem para o agravamento do quadro.
Portanto, intervengdes eficazes devem ir além do tratamento da bexiga, incluindo ajustes no

manejo ambiental e no bem-estar do animal (Taylor et al., 2025).

2.1.4. Diagnostico

O diagnostico da IC/BPS e da CIF compartilha desafios semelhantes, baseando-se na

exclusdo de outras patologias definiveis. Ambos os quadros clinicos sdo caracterizados por
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sintomas cronicos, como dor pélvica no IC/BPS e disturbios da DTUIF na CIF, sem causa
identificavel. A anamnese detalhada e exames laboratoriais, como analise de urina e exames de
imagem, sdo fundamentais para descartar infec¢des, neoplasias e outras condi¢des, como

sugerido por Hanno et al. (2015) e Kalkstein et al. (2019).

Em ambos os casos, exames de urina sdo essenciais para identificar alteracdes, como
hematuria e proteintria, que sdo indicativas de CIF, enquanto na IC/BPS, a urindlise ajuda a
excluir infecgdes e malignidades (Saevik et al.,, 2010). A ultrassonografia abdominal ¢
amplamente utilizada nas duas espécies para detectar alteragdes estruturais da bexiga, como
espessamento da parede e presenga de calculos ou massas (Griffin et al., 2020). Apesar de a
cistoscopia e a uretrocistoscopia ndo serem procedimentos obrigatorios, elas podem ser uteis
na confirmacao de lesdes especificas, como as lesdes de Hunner no IC/BPS e outras alteragdes

estruturais no trato urinario felino.

2.1.5. Tratamentos

O manejo da IC/BPS e da CIF compartilha o objetivo de reduzir a dor, melhorar a
qualidade de vida e controlar a urgéncia urinaria, considerando a complexidade patogénica e a
variabilidade dos individuos afetados. Em ambas as condig¢des, a abordagem terapéutica deve
ser individualizada, com énfase na educagao e suporte emocional, incluindo intervengdes como
meditagdo e terapia cognitivo-comportamental, sendo essas recomendadas para reduzir o

estresse, um fator comum em humanos e felinos (Griffin et al., 2020; He et al., 2022).

Entre as terapias medicamentosas, a amitriptilina, com propriedades anticolinérgicas e
analgésicas, ¢ amplamente recomendada no tratamento humano (Griffin et al., 2020). Nos
felinos, devido a incerteza etioldgica, ndo ha um tratamento universalmente eficaz para a CIF,
sendo o foco terapéutico a reducdo dos sintomas e a prevencao de obstrugdes uretrais, com
estratégias de enriquecimento ambiental e ansioliticos sendo sugeridas para casos persistentes

(He et al., 2022).

Tratamentos intravesicais também sao uma op¢do em ambas as espécies. No tratamento
de CI induzida em ratas, uma unica administragao de sulfato de condroitina a 0,2% demonstrou
eficacia ao suprimir a inflamagao e alcangar melhorias no urotélio (Danacioglu et al., 2021). A
chamada "camada da bexiga" ¢ formada predominantemente por sulfato de condroitina (CS),

sulfato de dermatano e sulfato de heparano. Lesdes nessa camada de muco parecem estar
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relacionadas a patogénese de diversas doencas vesicais. Por essa razao, a reposicao de GAGs ¢
amplamente reconhecida como um tratamento eficaz para a IC/BPS (Towner et al., 2021).
Parametros de eficacia mostram que as instilagdes de CS na bexiga sdo superiores aos
antibiodticos. Pacientes tratados com CS também apresentaram uma melhora mais significativa
na qualidade de vida. Esses achados reforcam os beneficios da reposi¢do de GAGs como
tratamento para infec¢des urindrias recorrentes e estao alinhados com as recentes diretrizes da
Associacdo Européia de Urologia (EAU), que priorizam a profilaxia ndo antimicrobiana, como
instilagdes intravesicais, em vez do uso de antibidticos. Além disso, um estudo recente
demonstrou efeitos clinicos duradouros por até 36 meses ap6s o fim do tratamento (Rahnama'l

et al., 2022).

Nos felinos, o tratamento farmacolégico, incluindo anti-inflamatérios como o
meloxicam, mostrou-se ineficaz na reducao da recorréncia de obstrucdes urinarias, sugerindo a
necessidade de novas abordagens terapéuticas (Dorsch et al., 2016). Em casos graves, a cirurgia
de uretrostomia pode ser necessaria, com a técnica de uretrostomia perineal (UP) sendo a mais

indicada, embora complicag¢des de curto prazo sejam comuns (Seneviratne et al., 2021).

Conclui-se que tanto para IC/BPS quanto para CIF, hda uma demanda latente por
tratamentos mais eficazes e seguros que possam oferecer melhores resultados clinicos e

qualidade de vida aos pacientes, humanos e felinos.

2.2. Plasma Atmosférico: conceito e caracteristicas

Em 1879, William Crookes deu os primeiros passos no estudo do plasma ao realizar
experimentos com gases submetidos a altas tensdes em tubos de descarga elétrica, utilizando
uma bobina para gerar a voltagem necessaria. O resultado foi a formacdo de um gés ionizado,
que ele chamou de "matéria radiante". Cerca de meio século depois, em 1927, o cientista Irving
Langmuir introduziu o termo "plasma" para se referir ao quarto estado da matéria, consolidando
o conceito no contexto da fisica moderna (Brany et. al., 2020). Ele observou que os elétrons e
ions presentes nesses gases se comportavam de maneira coletiva, semelhante ao plasma

sanguineo - dai a analogia no nome.

Apesar de ser comumente definido como um gas ionizado, o plasma possui caracteristicas
especificas que o diferenciam. Para ser classificado como tal, deve apresentar trés propriedades

essenciais: quase neutralidade elétrica (densidades semelhantes de cargas positivas e

22



negativas); blindagem de Debye (capacidade de neutralizar campos elétricos em curtas
distancias); e frequéncia de plasma (movimento coletivo das particulas para manter o equilibrio
eletrostatico). Essas propriedades conferem ao plasma um comportamento dindmico e

interativo, capaz de gerar seus proprios campos elétricos e magnéticos (Brany et. al., 2020).

Na natureza, o plasma esta presente em fendmenos tanto no espago interestelar quanto
em manifestacdes atmosféricas. Ele representa mais de 99% do volume no espago cosmico,
sendo sua observagao visual na Terra exemplificada por eventos como a aurora boreal (Alves,
2020). O plasma atmosférico frio é originado em condi¢des de pressdo atmosférica e
temperatura ambiente, destacando-se como uma fonte de particulas carregadas, radicais livres,
espécies metaestaveis, radiacdo UV e campos elétricos (Wang et al. 2021). Consiste em gases
ionizados e excitados, caracterizados por conterem concentragdes variaveis e de baixo peso
molecular de 4tomos reativos, ions e moléculas. O processo de ioniza¢do, que envolve a
remocdo de elétrons de atomos e moléculas, resulta na transi¢do dessas substincias para o

estado de plasma (Porciuncula et al., 2015).

Os plasmas sao geralmente classificados em térmicos e ndo térmicos. O plasma térmico,
como o fogo, ocorre naturalmente e apresenta equilibrio térmico entre todas as suas particulas.
J& o plasma ndo térmico — também chamado de plasma frio ou ambiental — permite controle
sobre sua composicao e temperatura por meio de diversos parametros, como tipo e intensidade

da energia aplicada, natureza do gés, pressao e mistura gasosa (Porciuncula, 2015).

O plasma frio ¢ gerado quando um campo elétrico ¢ aplicado a um gas neutro ou a uma
mistura de gases, podendo ser produzido em diferentes faixas de pressdo (baixa, atmosférica ou
alta), o que resulta em variagdes na temperatura do sistema. Entre esses, destaca-se o plasma
atmosférico frio (PAF), obtido por ionizacdo do gis e caracterizado por conter quantidades
equilibradas de cargas positivas e negativas. Sua temperatura, no ponto de aplicacao, costuma
ser inferior a 40 °C, o que o torna seguro para uso em superficies sensiveis. O PAF pode ser
produzido em laboratdrio por diferentes métodos, como descarga de barreira dielétrica, jato de
plasma em pressdo atmosférica, agulha de plasma ou dispositivos portateis, como canetas e
lapis de plasma. Os gases mais utilizados nesse processo incluem hélio (He), argénio (Ar),

nitrogénio (N2), oxigénio (O2) e heliox (mistura de He e O2) (Porciuncula, 2015).

O amplo potencial para aplicacdes biologicas do plasma atmosférico deve-se a

diversidade de espécies reativas que se originam quando um gas ¢ ionizado, apresentando
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temperaturas de PAF proximo a temperatura ambiente, fator este que possibilita aplicagdes em
matéria biologica sensivel ao calor, como tecido (Laroussi, 2018). Especificamente, a geracao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS), incluindo 0zo6nio, oxigénio atomico,
anion superoxido, radical hidroxila, peroxido de hidrogénio, 6xido nitrico e peroxinitrito
(Graves, 2012), detém notéavel relevancia, dado o envolvimento de muitas dessas espécies em

vias de sinalizagdo bioldgica ou em fungdes de segundos mensageiros (Laroussi, 2018).

2.2.1. Plasma Atmosférico Frio (PAF)

Apenas apds o término da Segunda Guerra Mundial, os pesquisadores iniciaram
ativamente os estudos sobre a geracdo de plasma artificial e seus potenciais beneficios para a
sociedade. Na segunda metade da década de 1990, foram realizados experimentos que
evidenciaram a capacidade dos Plasmas de Pressdo Atmosférica (LTP) de baixa temperatura
para inativar microrganismos bacterianos (Brany et. al., 2020). Com base nessas descobertas, a
Diretoria de Fisica e Eletronica do Gabinete de Pesquisa Cientifica da Forca Aérea dos Estados
Unidos (AFOSR) subsidiou um programa de pesquisa, visando o tratamento de lesdes em
soldados e a esterilizagdo/desinfec¢ao de superficies bidticas e abioticas por meio de plasma de
baixa temperatura. Os resultados foram amplamente divulgados na literatura cientifica, atraindo
a aten¢ao da comunidade de fisica de plasma para as aplicagdes inovadoras e emergentes do
plasma de baixa temperatura em biologia ¢ medicina (Laroussi et al., 2018; Hermann et al.,
1999). Nos primeiros anos 2000, a pesquisa foi estendida para abranger células eucarioticas,
revelando que doses reduzidas de LTP potencializam a fagocitose e estimulam a proliferag¢ao

de fibroblastos (Stoffels et al., 2002).

Enquanto no plasma térmico ou quente, as particulas carregadas (como elétrons e ions)
possuem temperaturas semelhantes indicando um estado de equilibrio térmico, no plasma frio
ha um desequilibrio marcante: os elétrons possuem alta energia, enquanto ions e outras espécies

permanecem com temperaturas proximas a ambiente.

O plasma frio € capaz de desencadear reagdes quimicas especificas por meio da geragao
de radicais livres, que atuam como agentes ativos nos efeitos desejados. Além disso, um de seus
diferenciais ¢ a capacidade de auto-organizacdo, formando estruturas que modulam
rapidamente particulas carregadas, campos elétricos e espécies reativas, como ROS e RNS.

Essa caracteristica permite que o plasma frio se adapte ao ambiente biologico, promovendo
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interagdes seletivas com diferentes tipos celulares, o que refor¢a seu potencial terapéutico de

forma segura (Stanczyk et al., 2024).

Ele pode ser gerado facilmente em condi¢cdes normais de temperatura e pressdo, sendo
essa outra caracteristica que o torna versatil e seguro para aplicagdes em superficies sensiveis.
A eficiéncia e os resultados desse processo podem ser ajustados com precisdo ao se controlar
variaveis como a pressdo do sistema, a temperatura, o tipo e a composicao do gés utilizado, a
velocidade de seu fluxo e a intensidade da energia aplicada para produzir a descarga elétrica

(Stanczyk et. al., 2024).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas singulares, o plasma frio tem ganhado
destaque em multiplas areas, especialmente na indistria e na medicina. No setor industrial, €
amplamente utilizado em processos como limpeza de superficies, modificacdo de materiais,
tratamento de polimeros e preparagdao de substratos. Ja na area da saude, seu potencial
terapéutico tem sido cada vez mais reconhecido. Nos ultimos anos, a chamada medicina
plasmatica tem avancgado significativamente, englobando aplicagdes como esterilizagdo,
cicatrizacdo de feridas, coagulacdo sanguinea, regeneracao de tecidos e destruicao seletiva de
células tumorais. Além disso, o uso do plasma frio tem se expandido para especialidades como
dermatologia, odontologia, cosmética e oncologia, mostrando-se uma ferramenta promissora e

versatil na pratica clinica (Kong et al., 2009).

2.2.2. Mecanismo biolédgico de agdo do PAF

Estudos evidenciaram que os efeitos do PAF sobre as células bioldgicas (procariontes e
eucariontes) sdo mediados por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) (Laroussi et
al., 2017). Tais RONS gerados possuem a capacidade de penetrar nos tecidos bioldgicos em
profundidades superiores a 1 mm, possibilitando assim interagdes ndo apenas com as células
da superficie, mas também com aquelas situadas nas camadas mais internas (Duan et al. 2017,
Ele et al., 2016; Ah et al., 2016). Além disso, o PAF ndo apenas prové espécies reativas, mas
também pode manifestar campos elétricos de grandes magnitudes, da ordem de varios kV/cm,
suspeitando-se que desempenhem um papel, como na eletroporagdao celular, facilitando a

entrada de moléculas volumosas nas células (Sretenovic et al., 2014).

As espécies reativas geradas apresentam efeitos biologicos notdveis. O radical hidroxila

induz a peroxidagdo de acidos graxos insaturados, os quais compdem os lipidios que integram
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a membrana celular. Por outro lado, o peroxido de hidrogénio exerce seus efeitos por meio de
suas fortes propriedades oxidativas, impactando lipidios, proteinas ¢ DNA (incluindo quebras
de fita simples e potencialmente dupla). O perdxido de hidrogénio (H202), por sua vez, atua
diretamente no processo de proliferagao celular e indugdo da apoptose (Kim et al., 2016; Silva
et al., 2022). O 6xido nitrico, atuando como mensageiro intracelular e regulador de fungdes
bioldgicas, € reconhecido por influenciar a regulacio de deficiéncias imunoldgicas, proliferacao
celular, inducao de fagocitose, além de regular a sintese de colageno e angiogénese (Laroussi

et al., 2018).

2.2.3. Principais dispositivos geradores de PAF para aplicacdes biomédicas

Plasmas frios atmosféricos podem ser originados por uma variedade de dispositivos de
plasma distintos, tais como jatos de plasma, tochas de plasma, descarga de barreira dielétrica
(DBD), descarga de Barreira Dielétrica de Eletrodo Flutuante (FE-DBD), Descarga de
Microbarreira de Superficie (SMD), descarga de micro-ondas, descarga corona ou arco
deslizante. Diversas configuragdes de dispositivos, operando com diferentes composi¢des de
gases de trabalho ou poténcias de entrada, foram empregadas em estudos biomédicos (Woedtke

et al., 2013).

A escolha do dispositivo ideal dependera da aplicagao especifica, da profundidade do
tratamento necessario, da area de aplicagdo e da tolerancia térmica dos tecidos. No caso deste
estudo, preconizaremos a Descarga de Barreira Dielétrica (DBD), pois permite uma aplicagdo
mais controlada do plasma. Devido a sua capacidade de operar a baixas temperaturas € com
baixa densidade de energia, a DBD ¢ considerada mais segura para aplicagdes em tecidos
biologicos, minimizando o risco de lesdes e efeitos colaterais indesejados, o que € crucial para
garantir que os beneficios terapéuticos sejam alcangados sem comprometer a seguranca do

paciente (Souza, 2012).

No dispositivo em questdo, uma fonte de alta tensdo, conhecida como "componente-
chave", € responsavel por fornecer a energia necessaria para iniciar a descarga dielétrica. Essa
fonte tipicamente converte a energia elétrica de baixa tensdo da tomada em uma alta tensdo
requerida para criar o plasma. Um sistema DBD padrdo compreende dois eletrodos, um dos
quais € revestido com um material dielétrico (isolante). Em seguida, uma tensdo de alta

frequéncia e alta voltagem ¢ aplicada entre os eletrodos, resultando em um campo elétrico
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intenso no material dielétrico. Quando a tensdo atinge um certo limiar, ocorre uma ruptura
dielétrica no material dielétrico, desencadeando uma descarga elétrica entre os eletrodos,
formando o plasma atmosférico frio, contendo ions, elétrons livres e espécies reativas. O gas
inerte, como o hélio, ¢ entdo ionizado enquanto flui entre os eletrodos, gerando o plasma

atmosférico frio (Rocha, 2009).

@
H b
@
——
Recipicnte de vidro

Figura 2 — Esquema ilustrativo do dispositivo de plasma atmosférico frio (DBD —

Dielectric Barrier Discharge) utilizando hélio como gas de trabalho.

Fonte: Adaptado de Soares et al., 2019.

2.2.4. Plasma Atmosférico Frio: administracdes direta e indireta

O Plasma Atmosférico Frio demonstra a capacidade de abordar diretamente (sob forma
de jato) células e tecidos; contudo, sua aplicacdo direta encontra limitagdes, restringindo-se a
pele ou podendo ser empregado como complemento durante procedimentos cirurgicos

abertos (Chen et al., 2017).

Além da abordagem direta com o PAF, sua atividade também pode ser transferida para
meios liquidos, reconhecidos como Meios Ativados por Plasma (PAM) (Zhou et al., 2020).

Este ¢ produzido mediante a exposi¢do de um meio liquido bioldgico ao PAF por um intervalo
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de tempo especifico (minutos). Nesse contexto, as espécies reativas geradas pelo plasma
interagem com o conteudo do meio, originando espécies reativas solvatadas (envolvidas pelas
particulas do solvente) de longa duragao no liquido, tais como peroxido de hidrogénio (H202),
nitrito (NO2-), nitrato (NO3-), peroxinitrito (ONOO-) e radicais organicos, que reagem com
as c¢lulas e tecidos (Laroussi et al., 2018). Neste sentido, o PAM apresenta-se com duas grandes
vantagens: pode ser produzido localmente em cada hospital podendo ser armazenado por alguns
dias (os PAMs podem ser armazenados em temperatura de 2°C a 8°C, mantendo sua atividade
anticancerigena por pelo menos 7 dias, com estabilidade garantida por 3 dias) e sua aplicacao
poderia ser facilmente administrada, como por exemplo, enchendo uma bexiga com PAM
(Tavares et al., 2021). A mais recente aplicacdo que estd despertando extrema atengdo ¢ a
utilizacao de meios ativados por plasma para promover seletivamente a proliferagao de células
mesenquimais € a destrui¢do de células cancerigenas e tumores, incluindo neoplasias mamarias
e de bexiga, com resultados notavelmente positivos (Wang et al., 2021), o que demonstra a

viabilidade do presente estudo em relacdo ao emprego do PAM no urotélio.

2.2.5. Plasma Atmosférico Frio no Tratamento de Alteragcdes na Bexiga

Diversos estudos recentes tém destacado o potencial terapéutico do plasma atmosférico
frio e de seus derivados liquidos, como o meio ou solucdo salina ativada por plasma, no
tratamento do cancer de bexiga, tanto nas formas nio invasiva quanto musculo-invasiva. Zhu
et al. (2024) demonstraram que a perfusdo intravesical com PAM, rico em espécies reativas de
oxigénio (ROS), foi eficaz na indugdo de apoptose em células tumorais T24 por meio da
ativacdo da caspase-3. Em modelos in vivo, essa abordagem reduziu de maneira significativa o
crescimento tumoral sem causar efeitos adversos relevantes, sugerindo uma alternativa

terapéutica segura e eficaz para o cancer de bexiga nao invasivo ao musculo (NMIBC).

De forma complementar, Tavares et al. (2021) observaram que o CAP promove reducgdo
da atividade metabolica, diminui¢do da viabilidade celular e interrupg¢ao do ciclo celular na fase
S em linhagens de cancer de bexiga. O tratamento também alterou o perfil oxidativo
intracelular, aumentando os niveis de superdxido e 6xido nitrico, reduzindo o peroxido e

provocando queda no potencial de membrana mitocondrial.

Wang et al. (2021) acrescentaram que células com perfil mesenquimal, como as presentes

em certos tumores de mama e bexiga, demonstraram maior sensibilidade ao tratamento com
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PAM. Ao contrério de terapias tradicionais, a resposta ao plasma ativado ndo depende do ritmo
de proliferagdo celular, o que o torna especialmente promissor para tratar neoplasias mais

agressivas e resistentes associadas ao fendtipo epitelial-mesenquimal.

No caso do cancer de bexiga musculo-invasivo (CMBI), Zhang et al. (2021)
demonstraram que a inje¢do local de solucdo salina ativada por plasma (PAS) em tecidos
adjacentes ao tumor reduziu significativamente o crescimento das linhagens celulares T24 e
J82 em camundongos, sem efeitos colaterais observaveis. Essa agdo seletiva foi atribuida a
inducdo controlada de apoptose mediada por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ROS/RNS) via ativagdo da via Fas/CD95, preservando a integridade tecidual ndo tumoral. Os
autores de tais estudos sugerem a perfusao intravesical com PAF como abordagem promissora
para o CMBI, embora reforcem a necessidade de novos estudos clinicos para validagao da

estratégia.

Embora os mecanismos antitumoral e anti-inflamatdrio sejam distintos, ambos podem ser
modulados pelas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS), pelos campos elétricos
transitorios e pelos sinais redox gerados pelo plasma atmosférico frio (PAF) e seus derivados
liquidos. Evidéncias experimentais demonstram que o PAF e o meio ativado por plasma (PAM)
sdo seguros para os tecidos vesicais, ndo promovendo citotoxicidade ao urotélio saudavel,
mesmo quando exercem efeitos seletivos sobre células tumorais. Esses achados indicam que,
além de sua agdo antitumoral, o PAF possui potencial para modular positivamente processos
redox e inflamatorios. Dessa forma, considerando que a cistite € caracterizada por inflamagao
e disfungdo urotelial decorrentes de estresse oxidativo e dano celular, a utilizagdo do PAM
representa uma abordagem plausivel e promissora para o controle da inflamagdo e para a

regeneracdo do urotélio, sem causar efeitos adversos as células do o6rgao.
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3. JUSTIFICATIVA

As doengas inflamatérias da bexiga impactam diretamente a qualidade de vida de
humanos e animais, causando dor, desconforto e alteragdes miccionais. Os tratamentos
convencionais, muitas vezes limitados, favorecem o uso excessivo de antibidticos, o que
contribui para a resisténcia bacteriana e se configura como um grave problema de saude publica.

Assim, torna-se fundamental buscar alternativas terapéuticas ndo invasivas, seguras e eficazes.

Nesse cendrio, destaca-se a elevada incidéncia da cistite idiopatica, tanto em humanos
quanto em animais, refor¢gando a necessidade de novas abordagens. O plasma ativado por meio
liquido (PAM) surge como uma estratégia inovadora e promissora, capaz de auxiliar no controle
dos sinais clinicos da cistite intersticial/sindrome da dor vesical (CI/BPS) e da cistite idiopatica

felina (CIF), ainda pouco explorada nas medicinas humana e veterinaria.

Dessa forma, a utilizagdo da solucdo salina ativada por plasma atmosférico frio
(CAP/PAM) pode abrir novas perspectivas terapéuticas, modulando processos inflamatodrios e
regenerativos. Esta pesquisa contribui ao fornecer dados wurinarios, hematologicos,
correlacionais, morfoldgicos e estereoldgicos sobre seus efeitos no trato urindrio, ampliando o
conhecimento cientifico e fundamentando o desenvolvimento de terapias translacionais com

impacto positivo para a satide humana e animal.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

Espera-se que a terapia com plasma atmosférico frio de forma indireta, em ratas Wistar adultas
com cistite induzida, resulte na remissao eficaz do processo inflamatério e na restauragdo mais

rapida do tecido de revestimento da bexiga.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral:

Avaliar como a aplicag@o da solu¢ao de NaCl 0,9% tratada com plasma atmosférico frio

(PAF) impacta no controle do processo inflamatorio cronico da cistite induzida.

5.2. Objetivos Especificos:

1.

Produzir uma solugdo salina ativada por plasma atmosférico frio (PAM) para tratamento
de cistite;

Avaliar os efeitos funcionais do PAM sobre a micg¢ao por meio da analise da frequéncia
€ area urinaria;

Analisar as alteragdes histopatoldgicas e estereologicas da parede vesical (urotélio,

lamina propria, presenca de coagulos, limen e infiltrado inflamatdrio) apos o

tratamento;

Investigar as repercussdes hematologicas e imunolédgicas (leucdcitos, linfocitos,
plaquetas e outros pardmetros) associadas ao processo inflamatério e a resposta ao

PAM;

Comparar os efeitos do PAM com o sulfato de condroitina e com solugao salina simples,

definindo critérios de aplicabilidade terapéutica na cistite idiopatica;
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6. METODOLOGIA

6.1. Geracido do PAM

Os procedimentos com plasma atmosférico frio foram conduzidos por meio de um
equipamento comercial Hygiaplasma EHF 1714 (KLD, Amparo, SP, Brasil), modificado para
gerar um jato de plasma proveniente de uma descarga dielétrica (DBD). Tal modificagdo
consiste na incorporacao de um bocal de Teflon com 10 mm de diametro, empregado para a
passagem controlada de hélio na descarga de barreira dielétrica induzida pelo equipamento,
resultando na produgao de jatos de plasma. Este bocal ¢ equipado com uma entrada de gas, cujo
fluxo ¢ regulado por uma valvula e um medidor de vazdo. Para a geracdo do PAM, utilizou-se
um jato de plasma operando sob pressao atmosférica fria, com hélio como gas de trabalho, a
uma vazao de 2 L/min por 2 minutos e poténcia de 2,4 W (Holanda et al., 2023). O equipamento
foi configurado com frequéncia de 5 Hz e tensdo entre 127 e 230 V, aplicando o plasma sobre
2 mL de solu¢do de NaCl 0,9% durante 30 segundos por centimetro quadrado, mantendo uma
distancia constante de 5 mm entre a ponta do aplicador e a superficie da solucdao, conforme

protocolo descrito por Weltmann e Woedtke (2016).

6.2. Animais e Condi¢cdes Experimentais

Foram utilizadas 20 ratas mantidas no Biotério de Pequenos Animais da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (Ufersa), sob condi¢des controladas de temperatura (média de
23°C), luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 horas) e com acesso livre a 4gua e ragdo
comercial para roedores. Apds o periodo de 14 dias de aclimatacdo, os animais foram
submetidos ao protocolo experimental conforme os principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimenta¢io Animal (CONCEA, 2019), aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso Animal (CEUA) da UFERSA (parecer n° 47/2024).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n = 5 por grupo) por

meio de sorteio:
¢ GO — Controle negativo: sem indugdo de cistite.
e Gl — Controle positivo: cistite induzida com H202 no dia 0; tratamento com NaCl 0,9%.

e (G2 — Condroitina: cistite induzida com H2O: no dia 0; tratamento com sulfato de condroitina
0,2%.
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e G3 — PAM: cistite induzida com H20: no dia 0; tratamento com solucdo salina ativada por

plasma atmosférico frio.

6.3 Inducao da Cistite

Os animais foram sedados com uma combinagdo de cetamina 10% (50 mg/kg, via
intraperitoneal), Xilazina 2% (15 mg/kg, via intraperitoneal). Realizou-se a antissepsia da
regido vulvar com clorexidina degermante, seguida da aplicagdo de lidocaina a 2% para
analgesia local e facilitacdo de passagem do cateter. Em seguida, procedeu-se a sondagem
vesical com cateter n° 22, por meio do qual a urina foi coletada de forma asséptica e
encaminhada para andlise laboratorial. Também foram coletadas amostras de sangue para a
realizagdo de hemograma, urinalise e dosagem de creatinina sérica. Os animais dos grupos G1,
G2 e G3 tiveram cistite induzida com 300 pL de H20: a 1,5% diluido em 1 mL de NaCl 0,9%,
por instilacdo vesical via cateter uretral, que permaneceu fixado e fechado. Apds 30 minutos, a
solucdo foi removida por auxilio de massagem abdominal. O grupo GO ndo foi submetido a

indugao.

6.4 Avaliacdo Urodinamica e comportamental

Vinte e quatro horas apos a indugdo, cada animal foi alocado individualmente em caixas
de biotério forradas com papel filtro identificado. Suprimiu-se a oferta de 4gua e manteve-se
racdo ad libitum. Durante um periodo de 2 horas, do qual 15 minutos foram filmados por
dispositivo moével, avaliaram-se: frequéncia de micgdo; presenca de hematiria; e sinais
comportamentais de dor, incluindo postura encurvada, piloere¢do, olhos semicerrados,
diminui¢do da atividade, vibrissas tensionadas para tras e orelhas inclinadas para frente ou para
os lados. As observacdes foram registradas individualmente para cada animal ao longo de todo

o intervalo experimental.

Ao término, os papéis filtro previamente secos foram fotografados sobre uma placa de
vidro, sob iluminagao visivel e ultravioleta, utilizando papel milimetrado como referéncia. As
imagens foram processadas no software ImageJ para mensuracdo da area de cada mancha
urinaria. Com base nessas medidas, determinaram-se a frequéncia miccional (nimero de
manchas) e a estimativa do volume excretado (area das manchas). O mesmo protocolo foi

repetido no sétimo dia, apds o terceiro dia de tratamento.
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6.5. Procedimentos Terapéuticos

Apos 48h (dia 2), os animais dos grupos G1, G2 e G3 foram sedados com cetamina 10%
(50 mg/kg, via intraperitoneal), xilazina 2% (15 mg/kg, via intraperitoneal). Realizou-se a
antissepsia da regido vulvar com clorexidina degermante, seguida da aplicagdo de lidocaina a
2% para analgesia local e facilitacdo de passagem do cateter. Em seguida, procedeu-se a

sondagem vesical com cateter n° 22.

Os tratamentos foram administrados conforme segue:
G1: instilagao de 1 ml de NaCl 0,9%.

G2: instilagao de 1 mL de sulfato de condroitina 0,2%.

G3: instilagao de 1 mL de NaCl 0,9% de PAM.

O catéter foi fixado e mantido fechado. As substancias permaneceram na bexiga durante
1 hora e logo em seguida retiradas com o auxilio de massagem vesical. O protocolo foi repetido
nos dias 4 e 6. Ap6s cada sessdao, os animais receberam analgesia com tramadol (2—4 mg/kg,

VO, BID por 3 dias).

6.7. Avaliacao Urodinamica Final — Dia 7

No dia 7, foi realizada nova avaliagdo urodinamica seguindo os mesmos critérios e analise

de parametros da realizada no dia 0.

6.8. Eutanasia e Coleta de Amostras — Dia 11

No 11° dia, os animais foram anestesiados com cetamina 10% (50 mg/kg, via
intramuscular), xilazina 2% (15 mg/kg, via intramuscular) e submetidos a eutandsia por
saturacdo anestésica. Foi realizada laparotomia para coleta das bexigas, que foram preenchidas

com parafomaldeido a 4% em tampao fosfato pH 7,4 e em seguida imersdo na mesma solugao.

No mesmo dia foram coletadas amostras de sangue e urina. A coleta sanguinea foi
realizada pela veia gengival, situada entre os dentes incisivos inferiores, garantindo a obtencao
do material necessario para a realizagdo de hemograma, urinalise e dosagem de creatinina
sérica. Em seguida, procedeu-se a antissepsia da regido vulvar com solucdo de clorexidina
degermante, seguida da aplicagdo de lidocaina a 2% para analgesia local e facilitacdo da
passagem do cateter. Posteriormente, foi realizada a sondagem vesical com cateter n® 22, por

meio do qual a urina foi coletada de forma asséptica e encaminhada para analise laboratorial.
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6.9. Analise Histologica

Apos 12h de fixagdo, os fragmentos da bexiga foram desidratados em etanol, diafanizados
em xileno e incluidos em parafina. Cortes histologicos de 5 pm foram obtidos em microétomo,
desparafinados, reidratados em alcool e corados com hematoxilina-eosina. As laminas foram
analisadas por microscopia optica (Eclipse 801, Nikon) com objetiva de 5%, 20x e 40x, e camera
DS-U3 (Nikon) e fotomicrografadas.

A andlise estereologica foi realizada a partir de fotomicrografias de 1aminas histologicas,
nas quais as contagens foram efetuadas com auxilio do software Image-Pro Plus. Nas imagens
capturadas em aumento de 10x, a densidade volumétrica das diferentes estruturas foi
determinada por meio da aplicagdo de grades de contagem (grid spacing) especificas para cada
componente tecidual: musculo (180 x 180), urotélio (180 x 180), vasos sanguineos (80 x 80) e

lamina propria (180 % 180).

Nas fotomicrografias obtidas em aumento de 40x, o software também foi empregado para
mensurar os volumes dos infiltrados inflamatérios, utilizando grades de 50 x 50. A densidade
volumétrica do lumen vesical foi avaliada por meio da grade de 180 % 180, enquanto o volume

de coagulos presentes no interior do limen foi determinado com grid de 80 x 80.

6. Analise Hematologica e Urinalise

As amostras de sangue dos ratos (0,5 mL) foram coletadas em tubos com EDTA,
homogeneizadas e descartadas em casos de hemolise, lipemia, coagulos ou esfregacos
inadequados. O eritrograma foi obtido pela contagem de hemdcias em hemocitometro,
determinacdo da hemoglobina em analisador semiautomatico (Bioclin®) e do hematocrito pelo
método do micro-hematocrito, permitindo o célculo do volume corpuscular médio e da
concentragdo de hemoglobina corpuscular média. A contagem total de leucécitos foi realizada
em hemocitometro ap6s diluigdo em liquido de Tiirk, enquanto o diferencial leucocitario foi
obtido em esfregagos corados com Pandtico Répido, mediante contagem de 100 células
classificadas em neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos e basofilos, expressos em
valores relativos e absolutos. A estimativa de plaquetas foi feita em esfregagos sanguineos, com
contagem em dez campos microscopicos € multiplicacdo da média por 20.000. Em casos de
discrepancias ou falhas técnicas, as andlises foram repetidas seguindo controles internos de
qualidade e normas do CEUA. As amostras de urina foram coletadas por via transuretral e

submetidas a urinalise padrdo, incluindo densidade por refratometria, analise quimica por fitas
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reagentes e sedimentoscopia apds centrifugacdo, com avaliagdo microscopica de células,

cilindros, cristais e outros elementos.

8. Analises estatisticas

Os dados foram expressos em valores de média + desvio padrdo (mediana), frequéncia
simples e porcentagem através do programa estatistico SPSS (Statistics for Windows, Version
27.0. Armonk, NY: IBM Corp) versdo 27.0 e Statistica (StatSoft, inc.) versdo 12. Para as
varidveis continuas e apos verificagdo dos pressupostos paramétricos, diferencas estatisticas
entre grupos experimentais dentro e entre tempos (Dia 0, Dia 02 e Dia 11), quando
paramétricos, foram verificadas por Analise de Variancia (One Way ANOVA) seguida por
Tukey e ANOVA (One Way ANOVA RM) para medidas repetidas respectivamente. Diferencas
estatisticas entre momentos Dia 2 e Dia 11 nas varidveis relacionadas ao ntimero e area de
mic¢do foram avaliadas por teste t pareado, enquanto as relagdes entre varidveis verificadas
através do teste de correlagdo de Pearson. J4 quando categoéricas, associagdes significativas
foram verificadas por Exato de Fisher. Quando rompido os pressupostos gaussianos, os dados
sofreram transformagdo logaritmica. Dados percentuais sofreram transformagao arcoseno. Por
fim, a andlise de correspondéncia multipla foi realizada para averiguar o relacionamento das
variaveis ligadas ao comportamento frente aos grupos experimentais. Dados ndo paramétricos
foram analisados por Kruskal-Wallis, Friedman, Wilcoxon e Spearman. O nivel de

significancia estabelecido foi de 5%

8.1. RESULTADOS

A indugdo da cistite mostrou-se eficaz, uma vez que os grupos experimentais
apresentaram maior numero de micgdes no dia 2 em comparagao ao grupo controle (GO0), ainda
que sem diferenca estatistica significativa. Esse aumento na frequéncia urinaria indica irritagao
vesical e hiperatividade miccional, caracteristicas compativeis com o modelo de cistite
induzida. Observou-se ainda uma tendéncia de redu¢do no nimero de micg¢des ao longo do
tempo, especialmente nos grupos tratados com com PAM (G3), sugerindo melhora clinica

parcial (Figura 3).
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Figura 3 — Numero de micg¢des (ou manchas miccionais) médio = desvio-padrido (mediana) nos diferentes grupos
experimentais nos dias 2 e 11. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
nem ao longo do tempo (p > 0,05). Letras maitsculas iguais (A) indicam auséncia de diferenca entre grupos no
mesmo dia; letras mintisculas iguais (a) indicam auséncia de diferenca temporal dentro do mesmo grupo. ANOVA.
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Figura 4 — Area da micgdo (ou mancha miccional, cm?) média + desvio-padrdo (mediana) nos diferentes grupos
experimentais nos dias 2 e 11. Observa-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,027**) ¢
entre os dias de avaliagdo (p = 0,045**). O grupo tratado com sulfato de condroitina (G2) apresentou valores
significativamente diferentes dos demais no dia 11, enquanto os grupos tratados com solugéo fisiologica (G1) e
solucdo ativada por plasma (G3 — PAM) mostraram reducdo da area miccional ao longo do tempo. Letras
maiusculas diferentes (4, B) indicam diferenga significativa entre grupos no mesmo dia; letras minasculas diferentes
(2, ®) indicam diferenga significativa entre dias dentro do mesmo grupo (p < 0,05). Kruskal-Wallis.



Quando se analisa a frequéncia urinaria de forma geral, percebe-se que os animais
induzidos tenderam a urinar mais vezes, mesmo sem diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos nos dias 2 e 11 (Figura 4).

A variavel area da micgdo evidenciou diferencas mais consistentes entre os grupos. No
dia 2, G1 e G3 (principalmente) apresentaram areas significativamente menores em relacao ao
grupo controle (GO0). Isso demonstra que os animais apresentaram maior frequéncia miccional
e, consequentemente, menor area por mic¢do, uma vez que a bexiga ndo se encontrava
totalmente repleta. O padrao fisioldgico esperado ¢ urinar menos vezes € em maior volume,
como observado no grupo controle (G0). Além disso, o grupo G3 apresentou areas de mic¢ao
menores em comparacao ao G2, tratado com sulfato de condroitina. Esse resultado sugere que,
apesar do maior numero de micg¢des, o volume de urina eliminado por vez foi menor, gerando
manchas de menor extensdo no papel filtro. Esse padrao reforca a efetividade da inducao com
perdxido de hidrogénio, visto que o quadro tipico da cistite envolve aumento da frequéncia

urinaria associado a redu¢do do volume por mic¢do (Figura 4).

O grupo G2, tratado com sulfato de condroitina, apresentou reducao significativa entre os
dias 2 e 11. Esse resultado indica que, embora no momento inicial (dia 2) a indu¢@o ndo tenha
produzido o padrao esperado nesse grupo, ao longo do tempo ocorreu um efeito terapéutico
tardio, refletido na diminui¢do da area das manchas. Esse comportamento diferencia o G2 dos
demais grupos, ao demonstrar que o sulfato de condroitina exerceu agdo progressiva,
perceptivel apenas apds alguns dias de tratamento. Por outro lado, o grupo G3 apresentou
valores reduzidos desde o inicio, mantendo efeito precoce e sustentado, ao passo que o G2

revelou resposta mais lenta e tardia (Figura 4).

No grupo controle (G0), que nao foi submetido a inducao, verificou-se o comportamento
fisiologico esperado: menor numero de micg¢des, porém com maior volume de urina por
eliminagdo, refletido em manchas mais amplas. O contraste entre o padrdo observado no GO e
nos grupos induzidos confirma a eficicia do modelo experimental e destaca a variavel area de
mic¢do como um marcador funcional sensivel para avaliar a presenga e a progressao da cistite

(Figura 4).
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A andlise estereologica da parede vesical evidenciou alteragdes estruturais significativas
entre os grupos no 11° dia, correspondente a 12 dias apds o inicio dos tratamentos.

Na avaliacao estatistica da densidade de volume do urotélio (VvU%), observou-se
reducdo significativa nos grupos G2 (sulfato de condroitina) e G3 (plasma atmosférico
modificado) em relagdo ao grupo controle (G0), enquanto o grupo G1 (NaCl 0,9%) nao
apresentou diferenca estatistica quando comparado ao controle. Esse achado esta diretamente
associado a correlagdo negativa entre VvU% e VLumen% (Tabela 1), a qual demonstra que o
aumento do limen promove o adelgagamento do urotélio em decorréncia da maior replecao
vesical. Dessa forma, a diminui¢do do VvU% nos grupos G2 e G3 sugere que os animais
apresentaram maior capacidade de enchimento da bexiga, indicando efeito terapéutico dos
respectivos tratamentos. Em contrapartida, no G1, embora a inducdo da cistite tenha sido
realizada, o tratamento com solu¢do salina ndo resultou em melhora clinica expressiva.
Consequentemente, esse grupo nio apresentou aumento da replecdo vesical suficiente para
reduzir significativamente a espessura do urotélio, mantendo valores semelhantes ao padrao
fisiologico observado no controle. Assim, mesmo induzido, o G1 permaneceu proximo ao GO,

reforgando que a solugdo salina ndao exerceu impacto relevante sobre a condi¢do inflamatoéria

(Figura 5).
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Figura 5 — Volume relativo do urotélio (VvU%) médio + desvio-padrdo (mediana) nos diferentes grupos
experimentais. Observa-se diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,022). O grupo tratado
com solucdo ativada por plasma (G3 — PAM) apresentou menor volume urotelial em comparagdo aos grupos
controle (GO) e solugdo fisiologica (G1), enquanto o grupo tratado com condroitina (G2) apresentou valores



intermediarios. Letras diferentes (a, b) indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
ANOVA.

Na andlise estatistica da densidade de infiltrado inflamatério (Vvi%), observou-se
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,040). O grupo controle (G0) apresentou os
menores valores, embora com elevada variabilidade, refletindo parametros fisioldgicos
normais. Nos grupos Gl e G2, verificou-se aumento em relagdo ao grupo controle,
confirmando a presenga de cistite, uma vez que o infiltrado inflamatoério constitui um
marcador caracteristico desse processo. O grupo tratado com sulfato de condroitina (G2)
apresentou valores intermediarios, sugerindo um perfil anti-inflamatério mais regulado,
possivelmente relacionado a modulagdo da resposta inflamatoria pelo tratamento. Por outro
lado, o grupo tratado com PAM (G3) exibiu incremento ainda mais expressivo, com valores
significativamente superiores aos demais grupos. Esse achado indica que, embora o
tratamento com PAM tenha promovido alteragdes funcionais relevantes, a atividade
inflamatoria ainda se manteve presente nesse periodo de avaliagdo. No entanto, tal elevacao
pode estar relacionada nao apenas a inflamacao ativa, mas também a fase de reparo tecidual,
considerando que a presenca de células inflamatorias ¢ essencial para os processos de
resolugdo da lesdo, cicatrizagdo e remodelamento da mucosa vesical. Assim, os resultados
sugerem que o G3 pode estar em um estagio distinto de resposta tecidual, no qual a inflamagao
exerce papel modulador e reparador, diferenciando-se do padrdo observado nos demais

grupos.
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Figura 6 — Volume relativo do infiltrado inflamatorio (Vvi%) médio + desvio-padrdo (mediana) nos diferentes
grupos experimentais. Observa-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,040). O grupo
tratado com solucdo ativada por plasma (G3 — PAM) apresentou maior volume de infiltrado inflamatorio em
comparagdo ao grupo controle (G0), enquanto os grupos tratados com solugéo fisiologica (G1) e com sulfato de
condroitina (G2) apresentaram valores intermediarios. Letras diferentes (2, ) indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,05). ANOVA.

Na anélise do volume da lamina propria (Vvlp%), foram identificadas diferencas
significativas entre os grupos (p = 0,030). O grupo tratado com PAM (G3) apresentou os
menores valores dentre os grupos experimentais, resultado que sugere maior preservacao e/ou
reorganizacdo da matriz conjuntiva da bexiga. Esse achado ¢ consistente com uma acao
reparadora do tratamento, possivelmente associada a modulagdo de fibroblastos e da matriz
extracelular. O grupo G3 nao diferiu significativamente do grupo controle (GO0), indicando
que esse tratamento foi o que mais se aproximou do padrao fisiologico, refor¢ando a hipotese
de remodelamento tecidual mais eficiente. Por outro lado, o grupo tratado com sulfato de
condroitina (G2) diferiu do grupo controle e apresentou o maior volume de ldmina propria,
enquanto o grupo tratado com solucao fisiologica (G1) apresentou valores intermediarios,
semelhantes a G2 e G3 (Figura 7). Dessa forma, fica evidente que o remodelamento da lamina
propria foi mais expressivo no grupo tratado com PAM (G3), que nao apresentou diferenca

significativa em rela¢do ao controle.
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Figura 7 — Volume relativo da lamina propria (Vvlp%) médio + desvio-padrao (mediana) nos diferentes grupos
experimentais. Observa-se diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,030). O grupo tratado
com sulfato de condroitina (G2) apresentou maior volume da lamina propria em relacdo ao grupo controle (G0),
enquanto os grupos solugdo fisioldgica (G1) e solugdo ativada por plasma (G3 — PAM) apresentaram valores
intermediarios. Letras diferentes (3, ?) indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
ANOVA.

No que se refere ao lumen vesical (VIumen%), ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,123). Entretanto, verificou-se tendéncia
de maior volume luminal nos grupos tratados, sobretudo em G3, o que sugere melhor
capacidade de distensdo vesical e preservagdo funcional. Em conjunto, esses resultados
reforgam que o tratamento com PAM promoveu efeitos reparadores mais consistentes,
caracterizados pela reorganizacdo da matriz conjuntiva, redu¢do da formacao de codgulos e
maior capacidade funcional de replecdo vesical, aproximando esse grupo do padrio

fisiologico observado no controle (Figura 8).
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Figura 8 — Volume relativo do limen vesical (VIumen%) médio + desvio-padrdo nos diferentes grupos
experimentais. Observa-se tendéncia de aumento progressivo do volume luminal, sendo mais elevado no grupo
tratado com solug@o ativada por plasma (G3 — PAM), seguido pelo grupo tratado com sulfato de condroitina (G2).
Os grupos controle (G0) e solucdo fisiologica (G1) apresentaram os menores volumes luminais. Essa diferenga
sugere maior distensdo e capacidade vesical nos grupos tratados. Valores expressos em média + desvio-padrdo
(%); ANOVA.

As analises referentes aos coagulos intraluminais (VvCo4ag%) também demonstraram
diferencas significativas entre os grupos (p = 0,005). O grupo controle (G0) praticamente nao
apresentou coagulos, como esperado para parametros fisioldgicos normais. Em contraste, o
grupo G1 (tratado com solugdo fisiologica) apresentou maior presenga de coagulos no limen,
refletindo instabilidade epitelial e hemorragia, confirmando a eficacia da inducdo da cistite.
J4 os grupos tratados com sulfato de condroitina (G2) e PAM (G3) apresentaram redugao
expressiva dessas varidveis, o que evidencia o efeito protetor dos tratamentos sobre a
integridade da mucosa vesical (Figura 9). Esses achados sugerem que tanto o sulfato de

condroitina quanto o PAM foram eficazes em minimizar hemorragias e instabilidade epitelial,

contribuindo para a manutencao da integridade da mucosa vesical.
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Figura 9 — Volume relativo de coagulo (VvCoag%) médio + desvio-padrao (mediana) nos diferentes grupos
experimentais. Observa-se diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,005). O grupo tratado
com solugdo fisiologica (G1 — NaCl) apresentou maior volume de coagulo, enquanto o grupo controle (GO) e o
grupo tratado com solug@o ativada por plasma (G3 — PAM) apresentaram menores valores. O grupo tratado com

sulfato de condroitina (G2) apresentou valores intermedidrios. Letras diferentes (3, b, ©) indicam diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos (p <0,05). ANOVA.

De modo geral, os resultados confirmam que a inducao da cistite promoveu alteragcdes
estruturais marcantes, como hiperplasia urotelial, infiltrado inflamatério e formagdo de
coagulos, sobretudo nos animais ndo tratados ou tratados apenas com solugao fisioldgica. O
sulfato de condroitina (G2) demonstrou efeito protetor classico, reduzindo a proliferagcdo
urotelial, atenuando o infiltrado inflamatorio e diminuindo a formagao de codgulos, o que esta
em conformidade com sua agdo de reforco da camada de glicosaminoglicanos e proteg¢ao da
barreira urotelial. O tratamento com PAM (G3), por sua vez, apresentou resultados
semelhantes em alguns parametros, como a reducdo da hiperplasia urotelial e da presenca de
coagulos, mas destacou-se por apresentar maior espessamento da lamina propria e infiltrado
inflamatorio mais acentuado. Esse padrao ndo caracteriza falha terap€utica, mas sim um perfil
de resposta distinto, associado a processos de remodelamento tecidual ativo e cicatrizagdo.

A auséncia de diferengas significativas na camada muscular (Figura 10) e na densidade
vascular (Figura 11) indica que os efeitos da cistite e das terapias, no periodo analisado,

concentraram-se principalmente no urotélio € na lamina propria, estruturas diretamente
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envolvidas nos processos iniciais de inflamacao e reparo. Nesse contexto, pode-se afirmar que
a condroitina exerceu efeito protetor classico, promovendo preservagdo estrutural e redugdo
da inflamagdo, enquanto o PAM apresentou um efeito modulador, favorecendo
remodelamento conjuntivo e reorganizacdo da mucosa, ainda que acompanhado por infiltrado
celular ativo.

2
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Figura 10 — Volume relativo do miisculo vesical (VvM%) médio + desvio-padrao (mediana) nos diferentes grupos
experimentais. Ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,091). Letras
iguais (*) indicam auséncia de diferenca entre os grupos (p > 0,05). ANOVA.

46



a

a
' a
0 i I I
GO Gl G2 G3

LA

e

Laa

Vv Vasos Sanguineos%
[

[—y

Figura 11 — Volume relativo de vasos sanguineos (Vvvs%) médio £+ desvio-padrdo (mediana) nos diferentes
grupos experimentais. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,760).
Letras iguais (*) indicam auséncia de diferenga entre os grupos (p > 0,05). ANOVA.

Assim, os resultados estereoldgicos reforgcam que, embora ambos os tratamentos tenham
se mostrado eficazes, atuam por mecanismos distintos: a condroitina como protetora da
barreira urotelial e moduladora anti-inflamatoria, € 0 PAM como indutor de remodelamento e

cicatrizagao.
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GO
Grupo Controle Negativo

G1
Grupo Controle Positivo
(tratado com NaCl 0,9%)

G2
Grupo tratado com sulfato
de condroitina 0,2%

G3
Grupo tratado com solucdo
salina (NaCl 0,9%) sob
efeito do plasma
atmosférico a frio (PAM)

Figura 12. Fotomicrografias da parede vesical de ratas obtidas no 11° dia
experimental (momento da eutanasia), apoOs exposi¢do aos diferentes
tratamentos, sendo GO — grupo controle negativo; G1 — grupo controle positivo;
G2 — grupo tratado com sulfato de condroitina 0,2%; e G3 — grupo tratado com
solugdo salina (NaCl 0,9%) sob efeito do plasma atmosférico a frio (PAM).
Asterisco vermelho — células guarda-chuva do urotélio; linha de escala —
espessura do urotélio; circulo — infiltrado inflamatdrio discreto; quadrado —
area de neovascularizagdo; seta preta — les@o erosiva no urotélio; seta vermelha
— coagulo; retangulo — urotélio integro. A analise das laminas foi feita as cegas.
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A anélise hematoldgica evidenciou que as concentragdes de hemacias, hemoglobina e
hematocrito apresentaram, segundo apontado pela correlagdo linear, que houve efeito biologico
de reducdo no dia 2 apds a inducdo da cistite, em comparagdo ao dia 0, especialmente no grupo
G1. Esse achado ¢ compativel com anemia inflamatéria, condicao frequentemente observada

nesses processos, caracterizada pelo aumento do consumo e pela menor produgdo de hemaécias.

Na contagem total de leucocitos, foi identificada diferenca significativa apenas no dia 11
(p = 0,030). O grupo controle (GO) apresentou valores reduzidos (1900 mm?), diferindo
estatisticamente dos grupos tratados, que mantiveram leucocitose: G1 = 7525 mm?, G2 = 7100
mm?® e G3 = 8300 mm?. Esses dados confirmam que, ap6s a indugdo da cistite, os grupos
experimentais apresentaram resposta inflamatdria sist€émica persistente, enquanto o grupo

controle manteve valores dentro do padrao fisiologico (Figura 13).
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Figura 13 — Contagem total de leucécitos (mm?) nos diferentes grupos experimentais nos dias 2 e 11. Barras
representam média + desvio padrdo (mediana). No dia 11 observou-se diferenga significativa entre os grupos (p =
0,030): G3 (PAM) apresentou valores superiores a G1 (NaCl) e G2 (Condroitina), que ndo diferiram entre si.
Letras maiusculas diferentes (* ) indicam diferenca significativa entre grupos no mesmo dia (p < 0,05); letras
minusculas diferentes (*°) indicam diferenca significativa entre dias de um mesmo grupo (p < 0,05). ANOVA.

Na contagem de neutrofilos, a significancia também foi observada no dia 11 (p = 0,046).
O grupo controle apresentou os menores valores (521 mm?), diferindo significativamente dos
grupos induzidos. Entre os grupos experimentais, ndo houve diferenga estatistica, mas todos
mantiveram niveis mais elevados, com destaque para o G3 (1928 mm?), seguido por G1 (1347
mm?®) e G2 (1224 mm?), sugerindo manutencao da atividade inflamatdria nos animais tratados

(Figura 14).
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Figura 14 — Contagem total de neutrofilos (mm?) nos diferentes grupos experimentais nos dias 2 e 11. Barras
representam média + desvio-padrao (mediana). No dia 11, o valor global de p = 0,046. Observa-se que o grupo
controle (GO0) apresentou menor infiltrado neutrofilico em relagdo aos grupos tratados (G1, G2 e G3), que ndo
diferiram entre si. Letras maitsculas iguais (*P) indicam auséncia de diferenga entre grupos no mesmo dia (p >
0,05); letras minusculas diferentes () indicam diferenca significativa entre dias de um mesmo grupo (p < 0,05).
ANOVA.

Os linfécitos apresentaram diferengas significativas tanto no dia 0 (p = 0,024) quanto no
dia 11 (p = 0,033). No dia 0, G1 exibiu valores mais elevados (3672 mm?), diferindo de G2
(2486 mm?) e G3 (2746 mm?®), enquanto no dia 11, o grupo controle apresentou valores
reduzidos (1722 mm?), diferindo significativamente de todos os grupos experimentais, que
mantiveram linfocitose acentuada: G1 = 5815 mm?, G2 = 5414 mm? e G3 = 6086 mm?. Esses
achados sugerem predominio de linfocitos nos grupos induzidos, compativel com resposta

imune adaptativa na fase de resolugdo inflamatéria (Figura 15).
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Figura 15 — Contagem de linfocitos. Valores médios + desvio-padrdo das variaveis analisadas nos diferentes
grupos experimentais ao longo dos dias de avaliagdo. Observa-se a presenca de variagdo entre os grupos e entre
os periodos experimentais, conforme indicado pelas letras sobrescritas. Letras maitsculas diferentes (* ) indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos no mesmo dia (p < 0,05), enquanto letras mindsculas
diferentes (*’) indicam diferenca estatisticamente significativa entre os dias dentro de um mesmo grupo (p < 0,05).
ANOV A seguida de teste de compara¢des multiplas (Tukey); valores expressos como média + desvio-padrio.
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As plaquetas apresentaram diferenga significativa no dia 11 (p = 0,040). O grupo G2
(1019 mil/mm?) exibiu valores significativamente superiores em relagdo ao grupo controle (686
mil/mm?), indicando trombocitose. J& os grupos G1 (709 mil/mm?) e G3 (723 mil/mm?) ndo
diferiram estatisticamente de GO, mantendo valores proximos ao fisioldgico. Esse resultado
sugere que o tratamento com condroitina (G2) esteve associado a maior ativacdo plaquetaria,
enquanto a solucao fisioldgica (G1) e o PAM (G3) nao alteraram de forma expressiva esse
parametro (Figura 16).
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Figura 16 — Contagem de plaquetas. Média e desvio-padrao da varidvel analisada na parede vesical de ratas com
cistite induzida por H20: nos dias 02 e 11 do experimento. Letras minfisculas distintas (**) indicam diferencas
significativas entre grupos (p =0,040; teste de Tukey). Observa-se que o grupo G2 apresentou valor
significativamente superior ao controle (G0), enquanto G1 e G3 mostraram valores intermediarios, sem diferenca
estatistica em relacdo aos demais.

De modo geral, os parametros hematologicos confirmaram que a cistite experimental
induziu um processo inflamatdrio sistémico, caracterizado por leucocitose, neutrofilia, anemia
inflamatoria e trombocitose. Essas alteragdes foram evidentes em todos os grupos induzidos,
com destaque para os niveis mais altos de plaquetas no grupo tratado com sulfato de condroitina
(G2) e para a manutencdo de leucocitose e neutrofilia em todos os grupos em relacdo ao
controle. Esses resultados demonstram que a inflamacao vesical repercutiu além do tecido local,
produzindo respostas sist€émicas compativeis com processos inflamatorios agudos e
persistentes. Por outro lado, os tratamentos testados mostraram efeitos distintos sobre a resposta
hematologica: o PAM (G3) manteve valores de plaquetas proximos ao controle, sugerindo
efeito protetor frente a trombocitose, enquanto o sulfato de condroitina (G2) esteve associado a
maior ativacdo plaquetdria. Ambos os tratamentos favoreceram aumento relativo de células
mononucleares (linfocitos e monocitos) no dia 11, padrao associado a fase de reparo tecidual e
a resolucdo da inflamacgdo. Os indices hematimétricos (VCM e CHCM) ndo apresentaram

diferencas significativas, indicando que a anemia observada foi normocitica € normocromica,
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padrao tipico de processos inflamatorios. A integra¢do dos achados hematologicos, fisiologicos
e histologicos evidencia, de forma consistente, os efeitos da indugdo da cistite ¢ a acdo
moduladora dos tratamentos, com destaque para o potencial protetor do PAM sobre a ativacao

plaquetaria e para o papel da condroitina na modulagao da resposta inflamatoria.

Na avaliagdo dos paradmetros urinarios, observaram-se diferencas estatisticamente
significativas principalmente no momento basal (dia 0), enquanto nos dias subsequentes as

alteracdes tenderam a se equalizar entre os grupos.

Na variavel volume urindrio, houve diferenca significativa no dia 0 (p = 0,031). O grupo
tratado com PAM (G3) apresentou maior volume (466,7 pL), diferindo estatisticamente do
grupo tratado com condroitina (G2), que exibiu o menor valor (268 uL). O grupo G1 apresentou
valores intermediarios (400 puL), sem diferenca em relacao aos demais. Essa diferenca inicial
sugere variacdo basal entre os grupos, ja que nos dias 2 (p =0,276) e 11 (p = 0,215) ndo foram
identificadas diferencas estatisticas, embora tenha se observado tendéncia de maior volume em
G3 (Figura 17). De forma geral, todos os grupos apresentaram aumento do volume urinario apos
a inducao da cistite, sugerindo alteracdo do padrao miccional, mas sem efeito diferencial dos

tratamentos.
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Figura 17 - Volume urinario médio (+DP) de ratas com cistite induzida por H-O: no dia 0 do experimento. Letras

maitsculas distintas (*P) indicam diferengas significativas entre dias dentro do mesmo grupo e letras mintisculas
distintas (**) indicam diferengas entre grupos no mesmo dia (p = 0,031; teste de Tukey). Observa-se que o grupo
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G3 apresentou volume urindrio significativamente maior que o G2, enquanto o G1 exibiu valor intermediario, sem
diferenca estatistica em relagdo aos demais.

Quanto a densidade urindria, os valores se mantiveram muito préximos entre 0s grupos
(1,01-1,02), sem diferencas estatisticas em nenhum dos momentos avaliados (p > 0,05, Figura
18). Esse achado indica preservacdo da capacidade de concentracdo da urina, sem

comprometimento funcional decorrente da inflamagao vesical ou dos tratamentos.
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Figura 18 — Densidade urinaria (g/mL) média £ desvio-padrdo (mediana) das ratas nos diferentes grupos
experimentais nos dias 0, 2 e 11. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
nem ao longo do tempo (p > 0,05). Letras maitsculas iguais (A) indicam auséncia de diferenca entre grupos no
mesmo dia, e letras minusculas iguais (a) indicam auséncia de diferenca temporal dentro do mesmo grupo. ANOVA.

O pH urinario variou entre 7,7 ¢ 9,0, mantendo-se dentro da faixa fisiologica esperada
para ratas. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (p = 0,780 no dia 0; p = 0,106
no dia 11), refor¢cando que tanto o modelo experimental quanto os tratamentos ndo alteraram

de forma relevante a acidez urinaria (Figura 19).
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Figura 19 — pH urinério médio + desvio-padrdo (mediana) nos diferentes grupos experimentais nos dias 0, 2 e 11.
Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos nem entre os dias de avaliagdo (p
> 0,05). Letras maiusculas iguais (*) indicam auséncia de diferenca entre grupos no mesmo dia; letras mintisculas
iguais (*) indicam auséncia de diferenca temporal dentro do mesmo grupo. ANOVA.
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Em relagdo a proteintiria, foi observada diferenca significativa no dia 0 (p = 0,041). Os
grupos G2 e G3 apresentaram valores elevados (123,14 e 90,93 mg/dL, respectivamente), em
contraste com o GIl, que apresentou niveis mais baixos (17,32 mg/dL). Esse achado pode
indicar maior permeabilidade urotelial ou comprometimento da barreira glomerular em G2 e
G3 naquele momento basal. J4 no dia 11, verificou-se nova diferenca significativa (p = 0,014),
quando os grupos controle (G0) e G1 apresentaram valores mais elevados, enquanto os grupos
tratados com condroitina (G2) e PAM (G3) mostraram redu¢@o significativa da proteinuria
(Figura 20). Esse resultado sugere efeito protetor dos tratamentos sobre a barreira urotelial,

condizentes com os achados histologicos e estereologicos.
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Figura 20 - Concentragdo média de proteina urinaria (+DP) em ratas com cistite induzida por H20: no dia 0 do
experimento. Letras maitsculas (AP)distintas indicam diferengas entre dias dentro do mesmo grupo e letras
minusculas (*°) distintas indicam diferengas entre grupos no mesmo dia (p = 0,041; teste de Tukey). Observa-se
que o grupo G1 apresentou menor concentragdo de proteina urinaria em comparagdo aos grupos G2 e G3, que nao
diferiram entre si.

A creatinina urindria também apresentou diferenga significativa no dia 0 (p = 0,036). O
grupo G2 exibiu niveis mais elevados (64,38 mg/dL), diferindo estatisticamente do G3 (19,58
mg/dL). O grupo G1 apresentou valores intermedidrios (33,33 mg/dL), sem diferenca
significativa em relagdo aos demais. Nos dias 2 e 11, ndo foram observadas diferencas
estatisticas, sugerindo que nao houve comprometimento relevante da fungao renal glomerular

(Figura 21).
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Figura 21 - Concentragdo média de creatinina urinaria (£DP) em ratas com cistite induzida por H20.. Dados dos
dias 0, 02 e 11 do experimento. Letras maiusculas distintas (“B) indicam diferengas entre dias dentro do mesmo
grupo e letras mintisculas distintas (*°) indicam diferencas entre grupos no mesmo dia (p = 0,036; teste de Tukey).
Observa-se que o grupo G2 apresentou maior concentragdo média de creatinina em relagdo ao G3, enquanto o G1
apresentou valor intermediario.

Na relacao proteina/creatinina urindria (UPC), identificou-se diferenga significativa no
dia 0 (p =0,049). O grupo G1 apresentou menor valor (0,50), enquanto o G3 apresentou o0 maior
(1,13), sugerindo desequilibrio inicial entre excre¢do proteica e fungdo renal/urotelial.
Entretanto, no dia 11, também foi observada significancia (p = 0,048), com GO e Gl
apresentando valores mais elevados, compativeis com proteintria patoldgica, enquanto G2 e
G3 mostraram valores significativamente menores, proximos ao intervalo fisioldgico. Esse
resultado reforca o papel protetor da condroitina e do PAM contra dano glomerular/tubular e
perda de proteinas urinarias (Figura 22). De modo geral, os pardmetros urinirios com
significancia estatistica concentraram-se no momento basal, refletindo variagdes iniciais entre
os grupos, mas, a partir do dia 2, observaram-se diferengas relacionadas aos efeitos dos
tratamentos, sobretudo na reducdao da proteintiria e do UPC em G2 e G3, indicando agao

protetora sobre a integridade urotelial e a fungdo excretora da bexiga.
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Figura 22 - Relagdo proteina/creatinina urindria (UPC) média (£DP) em ratas com cistite induzida por H20x.
Dados dos dias 0, 02 e 11 do experimento. Letras maitsculas distintas (*®) indicam diferengas entre dias dentro
do mesmo grupo e letras minfisculas distintas (*) indicam diferencas entre grupos no mesmo dia (p = 0,049; teste
de Tukey). Observa-se que o grupo G3 apresentou razdo proteina/creatinina significativamente maior em
comparagdo ao G1. Amostras sanguineas do dia 0 do G2 coagularam e foram descartadas.

Nos parametros em que nido foram observadas diferencas estatisticas, os valores se
mantiveram estaveis entre os grupos e ao longo do tempo. A densidade urinaria permaneceu
proxima de 1,01-1,02 em todos os momentos avaliados (p > 0,05), sem variagdes relevantes,
indicando manuten¢ao da capacidade de concentracdo da urina. O pH urinario variou entre 7,7
e 9,0, sem diferengas significativas entre os grupos (p > 0,05), mantendo-se dentro da faixa
esperada para urina alcalina de roedores. O peso corporal também nao apresentou diferencas
estatisticas (p > 0,05), com valores médios variando entre 150 g e 181 g ao longo do
experimento, sugerindo que os tratamentos e a indu¢do da cistite ndo repercutiram de forma

expressiva sobre o crescimento ou manutencao do estado nutricional dos animais (Figura 23).
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Figura 23 — Peso corporal (g) médio = desvio-padrio (mediana) das ratas nos diferentes grupos experimentais nos
dias 0, 2 e 11. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos ou entre os dias de
avaliagdo (p > 0,05). Letras maitsculas iguais (*) indicam auséncia de diferenga significativa entre grupos no
mesmo dia; letras minusculas iguais (*) indicam auséncia de diferenca significativa entre dias de um mesmo grupo

(p > 0,05). ANOVA seguida de teste de comparagdes multiplas (Tukey); valores expressos como média + desvio-
padrao.
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Tabela 1 — Valores de correlagdo (r) da relacdo entre variaveis urinarias, estereoldgicas e
hematologicas significativas da pesquisa.

SHE
S S
g g
£ £ g
< ° X o N 'S
3 S % 2 = Eh S
o = > > > > g
Z < > > > > —
Vvi% -0,47* -0,63* -0,05 -0,37 1,00
Vvlumen% 0,01 -0,02 -0,88* -0,40 -0,14 -0,24
VvCoag% -0,33 -0,12 0,09 0,21 0,51* 0,74*

Leucécitos (mm3) -0,45 -0,51* -0,16 -0,29 0,55* 0,43
Linfocitos -0,51 -0,68* -0,08 -0,25 0,53* 0,36

Volume urinério 034 0,13 0,14 025 -0,13 0,18 0,50*

" Correlagdo significativa para p<0,05. VvU% = densidade volumétrica do urotélio; Vvvs% = densidade
volumétrica dos vasos sanguineos da parede vesical; Vvi% = densidade volumétrica do infiltrado
inflamatorio; Vvlp% = densidade volumétrica da lamina propria; Vvlimen% = densidade volumétrica
do limen da bexiga; VvCoag% = densidade volumétrica de coagulos intraluminais; N° de
mic¢des/manchas/PI = frequéncia miccional e nimero de manchas de urina por periodo de observagado;
Area da micgao/mancha/PI = area média das manchas urinarias; Leucécitos (mm?) = contagem total de

leucocitos; Linfocitos = contagem absoluta de linfocitos; Linfocitos reativos = subpopulagdo
linfocitaria ativada; Volume urinario = volume total de urina (mL).

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Para cada correlacdo listada, sdo apresentados a dire¢c@o (positiva ou negativa) e o grau
de intensidade (fraca <0,3; moderada 0,3-0,69; forte >0,7), permitindo interpretar a relevancia
estatistica e bioldgica dos achados. Essas relagdes auxiliam na compreensdo dos mecanismos

fisiopatologicos da cistite e dos efeitos dos tratamentos aplicados (Tabela 1).

A correlagdo negativa moderada entre Vvi% e area da micgdo (r = —0,63) indica que
quanto maior o infiltrado inflamatdrio na parede vesical, menor € a area de urina eliminada por
miccdo. Esse achado ¢ biologicamente coerente com o quadro de cistite, no qual o processo

inflamatoério compromete a capacidade de armazenamento da bexiga, aumentando a frequéncia



miccional e reduzindo o volume por mic¢do. Esse resultado confirma a eficacia da indugdo da

cistite no modelo experimental (Tabela 1).

De forma complementar, a correlagdo negativa entre leucdcitos totais e drea de micgao (r
= —0,51) e entre linfocitos e area (r = —0,68) refor¢a o papel da inflamacao sistémica e da
resposta adaptativa no prejuizo funcional da bexiga. Valores mais altos de leucdcitos e
linfocitos estdo associados a areas menores de micgdo, caracterizando que a inflamagdo nao se
limita ao tecido local, mas repercute em nivel sistémico, reduzindo a capacidade de enchimento

vesical e mantendo a irritabilidade urinaria (Tabela 1).

A correlacdo negativa forte entre Vvlimen% e VvU% (r = —0,88) mostra a relagdo
inversamente proporcional entre o volume luminal e a espessura do urotélio. Quanto mais a
bexiga se encontra repleta, mais delgada ¢ a camada urotelial, o que ¢ esperado do ponto de
vista fisiologico. Esse resultado demonstra a adequagao do modelo estereologico em refletir a
dindmica funcional da vesicula urindria, além de refor¢ar que alteracdes estruturais estdo

intimamente ligadas ao comportamento miccional (Tabela 1).

No campo da inflamagdo e reparo, a correlagdo positiva moderada entre VvCoag% e
Vvi% (r = 0,51) sugere que a maior infiltracdo inflamatoria estd associada ao aumento da
presencga de codgulos no limen. Esse achado indica instabilidade epitelial ¢ micro-hemorragias,
manifestacdes tipicas da cistite grave. Complementando, a correlagdo positiva entre leucocitos
e Vvi% (r = 0,55) mostra que a intensidade do infiltrado inflamatério local acompanha o
aumento da resposta inflamatoria sist€émica, indicando sincronia entre os achados

hematoldgicos e histologicos (Tabela 1).

Outro achado relevante foi a correlagdo forte entre VvCoag% e Vvip% (r = 0,74), que
evidencia que a maior presenga de coagulos esta relacionada ao aumento da lamina prépria.
Esse resultado sugere remodelamento conjuntivo associado a resposta inflamatdria, com
participagdo de fibroblastos e deposi¢do de matriz extracelular. A correlagdo positiva entre
monocitos e Vvlp% (r = 0,61) reforca esse aspecto, j& que os mondcitos/macrofagos
desempenham papel fundamental na remodelagdo tecidual e no reparo apds lesdo urotelial

(Tabela 1).
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Por fim, a correlacdo positiva entre volume urinario e linfocitos reativos (r = 0,50) aponta
que animais com maior eliminagdo de urina apresentaram também maior ativacao de linfocitos
reacionais (Tabela 1). Isso pode indicar que a recuperagdao parcial da fungdo vesical esta
associada a participacdo ativa da imunidade adaptativa, principalmente no contexto dos grupos

tratados (condroitina e PAM), nos quais ha evidéncias de efeito reparador.

Esses resultados em conjunto demonstram que a indugdo da cistite foi eficaz e que os
parametros avaliados permitem integrar a resposta inflamatoria local (Vvi%, VvCoag%,
Vvip%, VvU%) com as manifestacdes funcionais (area e numero de micgdes) e sistémicas
(leucécitos, linfocitos). Clinicamente, a redugdo da area de micgdo associada ao aumento de
infiltrado inflamatdério e representa um paralelo direto com os sintomas observados em
pacientes humanos com cistite intersticial ou em gatos com cistite idiopatica: polacitria, dor e

eliminagdo de pequenos volumes urinarios.

No contexto dos tratamentos, o PAM (G3) mostra-se mais associado a preservacao
funcional precoce, com reducao de codgulos e melhora da replegcdo vesical. J& a condroitina
(G2) parece atuar de forma mais tardia, associada ao remodelamento da ldmina propria e a
participagdo de mondcitos/macrdéfagos no reparo. O NaCl (G1), por outro lado, ndo exerceu
efeito modulador, funcionando como controle negativo e mantendo os sinais de inflamagdo

ativa.

De maneira integrada, reduzir o infiltrado inflamatoério (Vvi%) e a formagao de coagulos
(VvCoag%) mostrou impacto positivo na area e volume de mic¢do, na preservacao da barreira
urotelial (queda da proteintiria/UPC) e no remodelamento vesical. Esses achados reforcam o
potencial translacional dos tratamentos testados, especialmente do PAM como modulador
oxidativo de efeito precoce e da condroitina como restaurador de longo prazo da matriz e da

barreira de glicosaminoglicanos.
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9. DISCUSSAO

A inducio da cistite com perdxido de hidrogénio a 1,5% mostrou-se eficaz, uma vez que
os grupos tratados com solucao fisiologica (G1) e com PAM (G3) apresentaram, no segundo
dia ap6s a indugao, maior frequéncia miccional em comparagdo ao grupo controle (GO0). Esse
padrao, embora sem diferenca estatistica significativa, ¢ compativel com o quadro clinico
esperado de cistite, caracterizado por aumento do nimero de micgdes associado a redugao do
volume por eliminagdo (Zwaans et al., 2022). A variavel “4rea de miccdo” reforca essa
interpretagdo, pois no dia 2 os grupos induzidos exibiram manchas significativamente menores
em relagdo ao controle, demonstrando que a bexiga nao se encontrava completamente repleta a
cada micg¢do. Esse achado confirma a presenca de irritagdo vesical e hiperatividade miccional

induzidas pelo modelo experimental (Akiyama et al., 2023).

No acompanhamento temporal, observou-se tendéncia de redug¢do da frequéncia
miccional no G1 e no grupo tratado com PAM (G3), sugerindo efeito terapéutico parcial. Em
contrapartida, no grupo tratado com sulfato de condroitina (G2), a frequéncia miccional
aumentou, ainda que sem significancia estatistica. O grupo controle (G0) manteve o padrao
fisioldgico esperado, caracterizado pela eliminacdo de maiores volumes, refletido em areas
mais amplas de manchas no papel filtro. A diferenca consistente entre os grupos induzidos e o
controle confirma a robustez do modelo experimental em reproduzir os sintomas tipicos de
cistite, achado que estd em consonancia com os resultados descritos por Dogishi et al. (2017),
que também relataram aumento da frequéncia miccional e reducdo do volume urinario em

modelos murinos induzidos por perdxido de hidrogénio.

A analise estereoldgica da bexiga revelou modificagdes estruturais que diferenciaram de
forma clara os grupos tratados. A densidade de volume do urotélio (VvU%) apresentou redugado
significativa no grupo tratado com sulfato de condroitina (G2) e ainda mais expressiva no grupo
tratado com PAM (G3), que se destacou como o de maior diminui¢do em comparagdo ao
controle no 11° dia. Esse resultado estd em consonancia com a forte correlagdo negativa
observada entre Vvlumen% e VvU% (r = —0,88), a qual reflete o comportamento fisiologico da
replecao vesical, em que o aumento do volume luminal esta associado ao adelgacamento do
urotélio. De fato, segundo Jafari et al. (2022), a medida que a bexiga se enche, o urotélio tende

a afinar, ja que durante esse processo as camadas intermediarias de células deslizam umas sobre
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as outras, mantendo o contato célula-célula em espécies com multiplas camadas intermedidrias,
como € o caso dos ratos. Sendo assim, a interpretacao integrada desses achados sugere que, nos
grupos tratados, a redu¢do do VvU% nao representa dano estrutural, mas sim maior capacidade
de enchimento vesical, indicando efeito terapéutico funcionalmente relevante. Essa modulagao
foi particularmente evidente no grupo tratado com PAM, que demonstrou desempenho superior
ao da condroitina, sugerindo efeito precoce e sustentado sobre a dindmica miccional. Em
contraste, o grupo tratado com solugao salina (G1) ndo diferiu do controle, reforcando que esse
tratamento ndo exerceu impacto clinico relevante sobre a espessura urotelial ou sobre a fungao

vesical.

Na avalia¢do do infiltrado inflamatério (Vvi%), o grupo controle (G0O) apresentou valores
reduzidos, compativeis com a fisiologia normal, enquanto os grupos G1 e G2 exibiram aumento
significativo, confirmando o estabelecimento da inflamagdo vesical apos a indugao. O grupo
tratado com PAM (G3), por sua vez, apresentou valores ainda mais elevados, o que sugere nao
apenas a persisténcia da inflamag¢o, mas também uma possivel transi¢ao para fases de reparo
tecidual. Esse perfil inflamatorio distinto pode refletir um estado ativo de remodelamento, no
qual a infiltracdo celular exerce dupla funcdo: perpetuar a inflamacdo e, a0 mesmo tempo,
contribuir para processos de cicatrizacao e reorganiza¢do da mucosa (Ogly, 2020). A correlagao
positiva entre VvCoag% e Vvi% (r = 0,51) refor¢a esse raciocinio, demonstrando que, em
condi¢des gerais, maior intensidade inflamatdria associa-se a maior presenca de coagulos
intraluminais, um marcador de instabilidade epitelial e micro-hemorragias decorrentes da
fragilidade da barreira urotelial em cistites induzidas por H20: (Dogishi et al., 2017). No
entanto, o grupo tratado com PAM (G3) rompeu parcialmente esse padrdo: apesar de apresentar
o maior infiltrado inflamatorio, exibiu o menor volume de codgulos intraluminais entre os
grupos tratados. Esse achado ¢ particularmente relevante, pois sugere que, no contexto do
tratamento com PAM, a inflamac¢do nao se traduz diretamente em maior dano tecidual. Pelo
contrario, indica uma resposta inflamatoria mais organizada e orientada para o reparo, capaz de
conter a formagao de codgulos e reduzir a instabilidade epitelial. Assim, o PAM parece modular
a inflamagdo de maneira singular, favorecendo o processo cicatricial sem intensificar os efeitos
deletérios da fragilidade urotelial, o que o diferencia dos demais grupos e aponta para seu

potencial como agente reparador precoce.
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A andlise do volume da lamina propria (Vvlp%) evidenciou diferengas marcantes entre
os grupos, revelando perfis distintos de remodelamento tecidual. Em estudos com modelos
animais, a analise quantitativa revelou que a lamina prépria € significativamente mais espessa
em animais com cistite intersticial, especialmente em fémeas, devido a degradacdo de
componentes da matriz e acimulo de fluido (Peskar et al., 2023). Na presente pesquisa, o grupo
tratado com PAM (G3) apresentou os menores valores de volume de Vvlp% entre os grupos
experimentais e nao diferiu estatisticamente do controle, o que sugere um efeito de reparo,
reorganiza¢do mais eficiente e preservagdo da matriz conjuntiva, aproximando-se do padrao
fisiologico. Em contraste, o grupo tratado com condroitina (G2) exibiu maior espessura da
lamina propria, indicando um remodelamento mais tardio, provavelmente associado a acdo
moduladora progressiva desse tratamento. Essa interpretacao ¢ fortalecida pela correlagao forte
entre VvCoag% e Vvip% (r = 0,74), que evidencia que maior formacao de coagulos esta
diretamente relacionada ao aumento da lamina propria, sinalizando remodelamento em resposta
a instabilidade epitelial. Além disso, a correlagdo positiva entre mondécitos e Vvip% (r = 0,61)
destaca o papel central dessas c€lulas no reparo tecidual, refor¢cando a nocdo de que a
condroitina pode induzir uma resposta mais prolongada e dependente da infiltragdo celular,
enquanto o PAM promoveu reorganizagdo mais precoce ¢ sem dependéncia marcante desse
mecanismo (Jhang et al., 2021; Yao et al., 2024). Portanto, esse resultado sugere que, embora o
PAM tenha intensificado a infiltracdo inflamatoria, essa resposta esteve mais relacionada a um
estado ativo de remodelamento e reparo do que a um processo destrutivo. Assim, o PAM
rompeu o padrao esperado — no qual maior inflamacdo leva a maior espessamento conjuntivo
e instabilidade epitelial — e modulou a resposta inflamatoria de maneira qualitativa,
favorecendo a cicatrizacdo e a reorganiza¢do da mucosa de forma mais precoce e eficiente que

a condroitina.

Do ponto de vista funcional, os pardmetros urindrios evidenciaram diferengas de grande
relevancia. No momento basal, os grupos tratados com condroitina (G2) ¢ PAM (G3)
apresentaram niveis mais elevados de proteinuria, sugerindo aumento inicial da permeabilidade
da barreira urotelial, possivelmente relacionado ao efeito da inducdo da cistite por H202 e a
instabilidade epitelial inicial (Taga et al., 2023). Entretanto, no 11° dia, ambos os tratamentos
promoveram reducdo significativa da proteinuria e da relacdo proteina/creatinina urinaria

(UPC). Esse comportamento refor¢a a acdo protetora de G2 e G3 sobre a integridade da barreira
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urotelial, ainda que por mecanismos distintos: enquanto a condroitina parece atuar por um efeito
restaurador tardio da camada de glicosaminoglicanos, o PAM se destaca pela modulacao
precoce e sustentada da permeabilidade epitelial. A forte correlagao positiva entre UPC e
proteintria (r = 0,78) consolida essa interpretagdo, confirmando que a perda proteica urindria
reflete diretamente disfuncdo da barreira (Kaminska et al., 2020; Fidalgo et al., 2022). Os
resultados hematologicos complementam esse panorama. Houve tendéncia de reducdo de
hemacias, hemoglobina e hematocrito no dia 2, especialmente em G1, compativel com anemia
inflamatoria. Os dados reforgam as correlagdes negativas entre leucocitos (r = —0,51) e
linfécitos (r = —0,68) com a éarea de miccdo, demonstrando que a inflamacdo sistémica

acompanha a reducao da capacidade vesical (Wei et al., 2024).

Em conjunto, os achados revelam que os tratamentos atuaram por mecanismos distintos,
mas complementares. A condroitina (G2) demonstrou perfil de agdo tardia, associado a
reorganizacao progressiva da lamina propria e a restauragao da barreira urotelial, refletindo sua
conhecida capacidade de reforcar a camada de glicosaminoglicanos; fato este confirmado por
estudos em modelos animais em que o sulfato de condroitina ligou-se e reparou a superficie
urotelial danificada, reduzindo o recrutamento de células inflamatorias e restaurando a
impermeabilidade, como em pesquisa de Stellavato (2019). O PAM (G3), por outro lado,
destacou-se por um efeito precoce e sustentado, caracterizado pela reducao significativa de
coagulos intraluminais, reorganizagdo mais eficiente da matriz conjuntiva e maior preservagao
da funcdo miccional desde os momentos iniciais entre os grupos tratados (Tornin et al., 2021).
Essa diferenciacdo entre os tratamentos sugere que, enquanto a condroitina depende de um
processo gradual de remodelamento tecidual, o PAM atua de forma mais imediata na modulagao
da inflamacdo ao aumentar a secrecdo de IL-6, a ativagdo de PPAR-y apos a exposi¢do
plasmatica terapéutica atraindo neutr6filos e macrofagos para o local da lesdo, facilitando a fase
inflamatoria essencial para iniciar o processo de cicatrizagdo da ferida e no favorecimento da
cicatrizagdo funcional (Schimidt et al., 2019). J& a solugdo fisiologica (G1) ndo demonstrou
beneficio terapéutico, funcionando apenas como comparador negativo e refor¢gando a robustez

do modelo experimental.

Do ponto de vista translacional, esses resultados sdo altamente relevantes, pois

reproduzem aspectos fisiopatologicos centrais tanto da cistite intersticial humana quanto da
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cistite idiopatica felina, incluindo a disfungdo da barreira urotelial, a polaciuria e a inflamagao
estéril persistente. Nesse contexto, a condroitina reafirma seu papel como restauradora cléssica
da barreira, enquanto o PAM desponta como uma alternativa inovadora, com acao rapida,
sustentada e moduladora, abrindo perspectivas promissoras para aplicagdo clinica em diferentes
espécies. Um periodo mais prolongado de andlise permitiria verificar a evolug@o dos processos
de remodelamento tecidual, a persisténcia ou resolugdo da inflamacao e a estabilidade funcional
da bexiga a longo prazo. Para tanto, € necessario que futuros estudos possam ser realizados com
o intuito de aprofundar a compreensdo sobre o potencial terapéutico do PAM e sua

aplicabilidade translacional em modelos de cistite cronica.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram que a cistite induzida promoveu alteragdes funcionais,
estruturais e sistémicas consistentes com o quadro clinico esperado. A condroitina apresentou
acao protetora classica sobre a barreira urotelial, enquanto o PAM destacou-se como modulador
precoce com potencial reparador. Ambos os tratamentos reduziram a perda proteica urinaria e
protegeram a funcdo vesical, mas por mecanismos distintos, o que abre perspectivas
translacionais tanto para a clinica veterindria quanto para a medicina humana. Esses achados
contribuem para o entendimento da fisiopatologia da cistite e reforgam o potencial de novas

terapias no manejo da CI/SDV e da CIF.
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