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RESUMO

O melanoma é um tipo de céncer com alta capacidade metastatica e resisténcia a
muitos tratamentos. Estudos indicam que o cancer pode causar alteragdes
significativas no sistema cardiovascular, seja pela progressdo da doenga ou pelo
tratamento aplicado. Considerando a importancia do eletrocardiograma (ECG) na
deteccdo de arritmias e outras anormalidades cardiacas, este trabalho buscou
compreender como o melanoma pode impactar na fungdo cardiaca através de
analises eletrocardiograficas. Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6,
divididos em grupos controle e com melanoma. O melanoma foi induzido por injecéo
de células B16F10, e os camundongos foram monitorados ao longo de 21 dias, com
intervalos de aferigbes eletrocardiograficas de sete dias. Para a avaliagado
eletrocardiografica, foram utilizados eletrodos nao invasivos e um eletrocardiégrafo
computadorizado veterinario, permitindo a analise dos parametros como frequéncia
cardiaca, amplitude e duragcédo da onda P, QRS, assim como intervalo PR e RR. Os
resultados mostraram que camundongos com melanoma apresentaram alteragbes
significativas nos parametros eletrocardiograficos em comparagao ao grupo controle.
Observou-se uma alteracdo na frequéncia cardiaca, assim como alteracbes nos
intervalos PR e RR e na amplitude e duragao das ondas P e R, indicando possiveis
disfungbes na conducdo cardiaca associadas ao melanoma. Essas alteracbes
sugerem que o melanoma pode ter um impacto direto no sistema de condugao elétrica
do coracéao, possivelmente devido a liberagao de citocinas inflamatérias ou ao efeito
do tumor sobre o metabolismo cardiaco. A presenca de alteragcdes
eletrocardiograficas em camundongos com melanoma reforga a hipotese de que o
cancer pode afetar a fungcao cardiaca. Esses resultados podem contribuir para uma
melhor compreensdao da relacdo entre a fisiopatologia do cancer e doencas
cardiovasculares, além de fornecer uma base para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas que visem proteger o coragdo durante o tratamento do

melanoma.

Palavras-chave: Melanoma, eletrocardiografia, camundongos CS57BL/6, sistema

cardiovascular.



ABSTRACT

Melanoma is a type of cancer with a high metastatic capacity and resistance to many
treatments. Studies indicate that cancer can cause significant changes in the
cardiovascular system, either due to disease progression or the treatment applied.
Considering the importance of the electrocardiogram (ECG) in detecting arrhythmias
and other cardiac abnormalities, this study aimed to understand how melanoma can
impact cardiac function through electrocardiographic analyses. C57BL/6 mice were
used, divided into control and melanoma groups. Melanoma was induced by injection
of B16F10 cells, and the mice were monitored over 21 days, with electrocardiographic
measurements taken every seven days. Non-invasive electrodes and a computerized
veterinary electrocardiograph were used for the electrocardiographic evaluation,
allowing for the analysis of parameters such as heart rate, amplitude, and duration of
the P wave, QRS complex, as well as PR and RR intervals. The results showed that
mice with melanoma exhibited significant changes in electrocardiographic parameters
compared to the control group. Changes in heart rate, as well as in PR and RR
intervals, and in the amplitude and duration of the P and R waves, were observed,
indicating possible conduction dysfunctions associated with melanoma. These
changes suggest that melanoma may have a direct impact on the heart's electrical
conduction system, possibly due to the release of inflammatory cytokines or the effect
of the tumor on cardiac metabolism. The presence of electrocardiographic changes in
mice with melanoma reinforces the hypothesis that cancer can affect cardiac function.
These results may contribute to a better understanding of the relationship between
cancer pathophysiology and cardiovascular diseases, as well as provide a basis for
the development of new therapeutic strategies aimed at protecting the heart during

melanoma treatment.

Keywords: Melanoma, electrocardiography, C57BL/6 mice, cardiovascular system.
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1 INTRODUGAO

O melanoma é caracterizado como o tipo de cancer de pele mais perigoso e
sendo um dos mais incidentes atualmente no Brasil e no mundo (Campos, 2019), o
melanoma se caracteriza por uma malignidade que ocorre nos melandcitos, com um
aumento exponencial de células responsaveis pela produ¢ao de melanina, de forma
incontrolavel. Quando acontece uma reproducgao desenfreada de células, pode atingir
um nivel de malignidade ainda maior, capazes de se deslocarem de um local fixo, e
se espalharem por outras regides do corpo do individuo, classificando como um
cancer que se tornou metastatico (Mendoncga, 2022).

Atualmente estudos relatam que a carcinogénese depende de diversos fatores,
sendo eles extrinsecos, ou seja, onde o ambiente proporciona ao individuo, e fatores
intrinsecos, relacionados com predisposigdes genéticas. Analisando os varios
processos neoplasicos existentes, observa-se que alguns 6rgdos sao mais
acometidos que outras estruturas quando esse processo neoplasico se torna
metastatico. Dessa forma alteragdes elétricas do coracdo nao sao bem elucidadas ou
estudadas, sendo que tumores que acometem o musculo cardiaco sao extremamente
raros devido ao intenso fluxo sanguineo dificultando a fixagdo das células na parede
cardiaca, assim como também a presenca de barreira imunoldgica devido a presenca
de macrofagos cardiacos, e quando ocorre a adesao das células cancerigenas podem
apresentar alteragdes significativas ao coragao, como, alteragdes do ritmo cardiaco,
disfungdo no sistema de condugédo Hiss-Purkinje, e demais sindromes, como,
isquémicas (Lima, Crotti, 2004).

Avaliando dessa forma, estudos referentes as alteragdes que o melanoma pode
ocasionar ao organismo de forma eletrocardiografica sdo importantes para o
desenvolvimento e entendimento do cancer. O sistema cardiovascular apresenta
distintas funcdes, entretanto a mais importante, esta relacionada principalmente com
o transporte. A corrente sanguinea bombeada pelo coragdo transporta substancias
essenciais para a sobrevida e para a saude do organismo, entretanto além de
transportar substancias benéficas, também pode ser responsavel pelo transporte de
substancias n&o benéficas ao organismo.

Para que esse sistema funcione de forma adequada e para que ocorra
contragdo do coragado ocorrendo transporte de substancias através do sangue, a

atividade elétrica é responsavel pelas contragcdes dos atrios e ventriculos, que
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definimos e caracterizamos como atividade elétrica do coragdo. As contracoes
ocorrem por potenciais de agdo que surgem de maneira espontdnea em células
marca-passo, que despolarizam rapidamente em um local denominado como né
sinoatrial (SA), localizado na parede atrial direita, sendo assim, iniciando toda
contragao do coragao (Stephenson, 2021).

A principal fungao do eletrocardiograma é registrar as variagdes dos potenciais
elétricos que ocorrem em um organismo gerado pelas contragdes do coragédo. Nessas
variagbes podem ocorrer alteracbes que podem ser detectadas através de um
aparelho denominado, eletrocardidgrafo, nas quais séo utilizados eletrodos capazes
de registrar todo o estimulo elétrico que é desempenhado pelo coragéo. Para que todo
esse estimulo elétrico seja captado, um circuito elétrico deve ser realizado, na qual
eletrodos séo posicionados em localizagbes estratégicas, onde ocorre um atrito entre
o eletrodo e o paciente localizados em regides corpoéreas. Os posicionamentos dos
eletrodos ja sdo padronizados e definem os diferentes sistemas de derivagdes

presentes no eletrocardiograma (Santilli et al, 2020).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar o tragado eletrocardiografico em 43 camundongos,
utilizando método de eletrocardiografia computadorizada n&o-invasiva em

camundongos C57BL/6 saudaveis e com melanoma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar alteragbes elétricas em camundongos controle e com melanoma.

e Avaliar o ritmo cardiaco dos camundongos controle e com melanoma.

e Avaliar a frequéncia cardiaca (FC) dos camundongos controle e com
melanoma.

¢ Analise morfoldgica da amplitude (mV) e duragédo (ms) da onda P, duragéo do
intervalo PR, duragao do complexo QRS, amplitude da onda R e duragao do

intervalo R-R dos camundongos controle e com melanoma.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MELANOMA

O cancer € uma doenga potencialmente fatal ao paciente, considerado
estatisticamente como a doenga que mais acomete a saude publica de maneira
mundial. O céncer é caracterizado, como um aglomerado de células anormais,
capazes de se multiplicar e de se disseminar para todo o organismo (Ahmed; Qadir;
Ghafoor, 2020). O melanoma é definido como um céncer de pele, com um processo
qgue ocorre na jungao dermoepidérmica e a multiplicagdo desenfreada dos melandcitos
em melandcitos atipicos, causando essa malignidade (Almeida; Belfort, 2018).

Diferente de uma infecgéo, que ocorre devido a um agente externo que causa
uma injuria no organismo, o cancer basicamente esta no interior de todo um organismo
Vivo, ou seja, aquilo que pode ocasionar um processo cancerigeno provem do préprio
individuo, sendo células que sao transformadas em organismos patoldgicos capazes
de disseminar processos neoplasicos. De modo geral, as células que originalmente
deveriam contribuir para o bem-estar do hospedeiro perdem a capacidade de
identificar corretamente os sinais reguladores, e comegam a se multiplicar de forma
descontrolada. Esse comportamento patoldgico as torna agressivas, permitindo que
se tornem metastaticas e invadam diferentes sistemas do organismo, comprometendo
suas fung¢des normais. (Rastrelli et al., 2014).

A metastase é considerada como um processo evolutivo do cancer, com novos
estudos relacionados, descrevemos a metastase como um processo evolutivo
referente as células que se multiplicam e se tornam metastaticas, com o sucesso,
essas ceélulas apresentam novos fendtipos devido ao novo posicionamento que ela
assume no organismo, tendo em vista que a metastase se define como, migragao de
células cancerigenas de um ponto inicial, para demais localidades no organismo vivo,
que podem ocorrer através de transporte sanguineo ou linfatico (Suhail et al., 2019).

De acordo com o Instituto Nacional de Céncer (INCA), em 2023 os casos de
melanoma no estado do Parana alcangaram um porcentual de 3,97% para cada 100
mil homens e 3,13% para cada 100 mil mulheres. No periodo de 2010 a 2020 em
pacientes com faixa etaria entre 1 a 69 anos, foram registrados 175.039 casos de
melanoma de pele, em média, anualmente relata-se um numero aproximado de 16 mil
casos de melanoma em todo o Brasil. Com a implementacao de terapias sistémicas

com utilizacdo de quimioterapicos e imunoterapia, houve-se um consideravel



17

prognostico favoravel para o tratamento do melanoma, a utilizacdo de técnicas
cirurgicas sdo amplamente realizadas, onde é feita a ressec¢cdo da leséo
caracterizada como melanoma, e também a remog¢ao do linfonodo como maneira
profilatica, evitando a disseminacdo ou remissdo completa do processo tumoral.
Entretanto estudos revelam que apesar da evolugao da terapia medicamentosa para
pacientes com melanoma, a terapia com utilizacdo de quimioterapicos pode ser
prejudicial devido sua cardiotoxicidade, sendo necessario uma abordagem cirurgica
mais agressiva com objetivo de ressecgao do tumor. Outro fator complementar é que
a decisédo pelo método utilizado para o tratamento do melanoma, segue inumeros
fatores, sendo avaliada a extensédo do tumor, se esse tumor se tornou metastatico e
se disseminou para outras regides do organismo, assim como a reserva fisioldgica

desse paciente (Gamboa et al., 2020).

3.2 CATECOLAMINAS E O SISTEMA CARDIOVASCULAR

As catecolaminas sdo hormoénios liberados principalmente pelas glandulas
suprarrenais, no contexto melanoma e sistema cardiovascular, ativa o sistema
nervoso simpatico e desempenham papel crucial na regulagdo de varias fungdes
fisiolégicas, como o aumento da frequéncia cardiaca, a dilatagdo dos brénquios e a
mobilizacdo de glicose, preparando o corpo para a resposta de "luta ou fuga". No
entanto, ha evidéncias crescentes de que as catecolaminas também podem
influenciar a progresséo do cancer e alteragbes no sistema cardiovascular (Satendra
et al., 2014).

Estudos tém demonstrado que o microambiente tumoral do melanoma pode ser
afetado pelas catecolaminas, que atuam através de receptores adrenérgicos
expressos nas ceélulas tumorais. A ativacédo desses receptores pode promover varias
vias de sinalizagdo intracelular que resultam na proliferagéo celular, na angiogénese
(formagao de novos vasos sanguineos) e na inibicdo da apoptose (morte celular
programada). Além disso, a noradrenalina e a adrenalina podem aumentar a
expressado de moléculas pro-inflamatorias e fatores de crescimento, como o fator de
crescimento endotelial vascular, que favorecem a invasao e a metastase das células
de melanoma, assim como na atuacdo no sistema cardiovascular, impactando
frequéncia cardiaca, pressao arterial e no ténus vascular (Calvani et al., 2015;
Bernabe, 2021).
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A interacdo entre o melanoma e o sistema cardiovascular € parcialmente
modulada pela liberacdo de catecolaminas. Pacientes com melanoma metastatico
frequentemente apresentam niveis elevados de estresse, resultando em um aumento
sustentado na liberacdo dessas substancias. Este aumento pode ter efeitos
prejudiciais diretos no sistema cardiovascular, agravando condigdes como

hipertensao, arritmias e doencgas cardiacas (Ozyuncu et al., 2006; Chang et al., 2023).

3.3 SISTEMA CARDIOVASCULAR

Para que todo o sistema fisiolégico e organico do ser vivo funcione, é
necessario um suprimento diario de agua, nutrientes e oxigénio, e para que ocorra
essa distribuicdo para todo o organismo é essencial o funcionamento de algumas
estruturas e meios para que esses suprimentos diarios cheguem em todo o tecido. O
sistema cardiovascular é constituido por uma rede imensa de vasos de diferentes
calibres, sendo as mais calibrosas denominadas, artérias e veias, e de menor calibre
definidas como arteriolas, vénulas e capilares. Os vasos sanguineos séao
responsaveis pelo transporte de sangue, rico em nutrientes essenciais para o
organismo, e para que iSso ocorra, € necessario que ele seja bombeado, fungéo essa,
executada pelo coragao (Stephenson, 2020).

O coragdo é um 6rgao oco, posicionado anatomicamente no interior da
cavidade toracica, definido como mediastino médio, deslocando o apice para a
esquerda. Esse 6rgdo € capaz de impulsionar sangue para os vasos, ou seja, ele é
um orgao muscular que apresenta fungao semelhante a uma bomba, que ira realizar
contragbes suficientes para ejecdo de sangue para 0s vasos Ssanguineos.
Anatomicamente o coragao dos mamiferos é constituido por quatro principais camaras
cardiacas, sendo, dois atrios e dois ventriculos (Mulai, 2019). Todo sangue que é
impulsionado para o organismo retorna ao coragdo, e esse retorno acaba sendo
desembocado nos atrios e consequentemente direcionados aos ventriculos. O atrio
direito recebe sangue venoso através das veias cavas caudal e cranial sendo
transportado através de contragdes ao ventriculo direito (Neto; Ribeiro, 2020).

As contragdes sao realizadas através de mecanismos fisiolégicos denominados
de sistole e diastole. A sistole caracteriza-se pela contracdo muscular das camaras
cardiacas, ou seja, ocorre uma contragao, sendo ela atrial e ventricular, entretanto a

diastole se resulta no enchimento das camaras cardiacas, onde ocorre um
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relaxamento de toda a musculatura, consequentemente preenchendo todas as
camaras de sangue. Quando ocorre a sistole, o sangue € impulsionado do atrio direito,
para o ventriculo direito e consequentemente bombeia sangue para os alvéolos
pulmonares através da artéria pulmonar, no pulmao ira ocorrer um fendbmeno descrito
como hematose (troca gasosa). Apos a hematose, o sangue rico em oxigénio (O2)
retorna através das veias pulmonares desembocando no atrio esquerdo, e apds novas
contragdes o sangue parte para o ventriculo esquerdo e impulsionado até a artéria
aorta, responsavel por transportar sangue e distribuir para os demais vasos
sanguineos que tém como objetivo alcangar todos os tecidos do organismo vivo. Tais
eventos sdo denominados como, pequena e grande circulagédo, conforme ilustrado na
Figura 1 (Neto; Ribeiro, 2020).
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Figura 1 - Representacao da circulagao sistémica (Grande circulagcéo) e pulmonar (Pequena

circulagao).
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3.4 ELETROCARDIOGRAMA

O Eletrocardiograma tem como objetivo registrar as variagées dos potenciais
elétricos que ocorrem durante fases do ciclo cardiaco. Essas variacbes podem ser
detectadas por aparelhos denominados, eletrocardiografos, utilizando eletrodos
conectados a uma superficie corporal capazes de captarem os impulsos elétricos
gerados (Martin, 2015).

Os estudos para o desenvolvimento desse exame tiveram inicio em 1856 com
Rudolph Von Koelliker e Heinrich Muller, que verificaram que as contracdes realizadas
pelo coracdo eram iniciadas através de correntes elétricas. Em suas experiéncias,
perceberam que a atividade elétrica ocorria no ventriculo antes da sistole, e outra logo
apos, ou seja, ocorria uma sistole e uma diastole. Anos apés foi identificado que esse
fendmeno através da visualizagdo no eletrocardiograma era correspondente ao
complexo QRS e onda T. Dezesseis anos depois, Gabriel Lippmann construiu um
aparelho denominado como eletrébmetro capilar, esse dispositivo era capaz de
detectar alteracdes nos potenciais elétricos do coragdo através de uma superficie
corpérea (Santilli et al, 2020).

O eletrocardiograma foi introduzido na medicina humana em 1902, pelo médico
neerlandés Wilen Einthoven ferramenta essa utilizada até os momentos atuais,
auxiliando amplamente na clinica meédica, sendo técnica ndo invasiva mais utilizada
na clinica cardiolégica, por ser considerada de facil manuseio, acessivel, ndo invasiva
e por apresentar baixo custo operacional (Cirenza; Hernandes, 2013).

Com a utilizagdo do eletrocardiograma € possivel avaliar diferentes anomalias
do sistema cardiovascular quando evidenciadas através do exame, entre elas,
bradicardia sinusal, taquicardia sinusal, arritmias supraventriculares, ventriculares ou
de condugdo e alteragcbes eletroliticas (Bezerra; Secati; Melo, 2021). A
eletrocardiografia é essencial para o diagndstico de arritmias. Estima-se que no brasil
ocorre anualmente cerca de 300 a 400 mil casos de infarto do miocardio progredindo
para Obito a cada 7 casos, 5 entram em o&bito. Sendo assim, o exame
eletrocardiografico € padrao ouro para diagnéstico de arritmias cardiacas e isquemia

coronariana mais utilizado (Ribeiro; Barros, 2020).
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3.5 SISTEMA DE CONDUGAO ELETRICA DO CORACAO

O sistema de conducg¢do do coracdo consiste em dois principais tecidos que
apresentam determinadas caracteristicas anatémicas e eletrofisioloégicas. Como n&o
€ possivel sua visualizacao e analise de maneira macroscopica, se faz necessario em
conjunto de componentes histolégicos detalhados, assim como técnicas moleculares
que revelam diferencas necessarias para a propagacgao de impulsos elétricos entre os
miodcitos, gerando as contragdes cardiacas (Santilli et al, 2020).

Os tecidos presentes sdo classificados como, tecido nodal, contendo células
capazes de se despolarizar de forma espontanea e executar funcdées denominadas
como, marca-passo. Os tecidos de conducédo por sua vez, sdo constituidos por feixes
que se apresentam de maneira separadas do miocardio funcional, esse classificado
como maior parte do coracdo e com propriedades de contragdo, esses feixes sao
separados por um conjunto de bainha revestida por tecido conjuntivo. As células
presentes no tecido de condugéo apresentam rapida propagacgao de impulsos que se
dissipa para todo miocardio atrial e ventricular, esse sistema de condug&o apresentam
trés principais divisdes, sendo denominados como, né sinusal, jung¢ao atrioventricular

e sistema de conducéo intraventricular (Park; Fishman, 2017).

3.5.1 N6 Sinusal

O n¢ sinusal, amplamente descrito como nodo sinoatrial (SA), € descrito como
um aglomerado de células cardicas denominadas como, midcitos, que apresentam
como objetivo primordial, o recebimento de impulsos elétricos e atuando como marca-
passo, ditando ritmo adequado dos impulsos elétricos provenientes do sistema
nervoso. A atividade elétrica gerada pelo n6 sinusal pode ser detectada por métodos
como o eletrocardiograma e holter, permitindo analise dos impulsos elétricos do
coragao. Quando esse impulso chega ao né sinusal, ele gera um impulso elétrico
denominado como onda P através do eletrocardiograma, essa onda é responsavel
pela despolarizagao dos atrios, esquerdo e direito (Kashou; Basit; Chhabra, 2022).

Seu posicionamento anatémico pode ser descrito como presente na jungao da
crista terminal, posicionado no atrio direito em sua parede superior (Cloudhury; Boyett;
Morris, 2015). O principal objetivo dessas células é atuar no ritmo cardiaco, tendo um
potencial elétrico responsavel por propagar para outras regides do coragao, estimulo

elétrico, responsavel por promover contracdo cardiaca. Seu principal mecanismo de
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acao esta relacionado com fatores ambientais e fisioldgicos. Quando as células do
nodo sinusal estdo em repouso, se despolarizam gerando o que é denominado, ritmo
cardiaco. O ritmo cardiaco apresenta diferengas que variam entre espécies (Wallace
et al, 2021).

O sistema nervoso autbnomo é responsavel pelo controle da entrada dos
impulsos elétricos nesse nodo. A partir disso as fibras autbnomas tém como objetivo
regular e controlar os impulsos de disparo recebidos pelo nodo sinusal, gerando e
dando inicio aos ciclos de contracao cardiovascular. Como existe multiplos midcitos,
o estimulo elétrico pode n&o apresentar o mesmo ritmo, fendmeno conhecido como
alteracdo de marcapasso. Isso ocorre devido a producdo de um estimulo elétrico mais
rapido do que o midcito anterior produzido, gerando um aumento na frequéncia
cardiaca ou também descrito como taquicardia. Entretanto da mesma forma que esse
estimulo pode ser rapido, ele também pode ser produzido de uma forma mais lenta,
diminuindo a frequéncia cardiaca, denominado como bradicardia. O controle desses
estimulos mais rapidos ou lentos, e feito pelo sistema nervoso autbnomo e ira
depender da ativagdo do sistema nervoso autbnomo simpatico ou parassimpatico
(Kashou; Basit; Chhabra, 2022).

3.5.2 N6 Atrioventricular

O no6 atrioventricular, ou também descrito como nodo atrioventricular, € uma
estrutura presente no coragdo com objetivo de retardar a transmissao do estimulo
elétrico proveniente dos atrios através do nd sinusal. Esta posicionado
anatomicamente na regido denominada como triangulo de Koch, adjacente ao seio
coronariano no septo interatrial (Heaton; Goyal, 2023).

Sua principal fung¢ao esta relacionada com o retardo do estimulo elétrico entre
atrios e ventriculos, possibilitando o enchimento de maior quantidade de sangue em
ambos os ventriculos e posteriormente recebendo estimulo elétrico para que ocorra
sua contracdo. Com sua atividade as camaras cardiacas conseguem trabalhar de
maneira mais efetiva, recebendo sangue e ejetando sangue para o organismo
(George et al., 2023).
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3.5.3 Conducéao Atrioventricular

O estimulo elétrico se inicia no né sinusal, progredindo para o n6 atrioventricular
e para que ocorra a contragédo de atrios e ventriculos a condugéo progride em duas
principais dire¢gées, sendo, anterdgrada, ocorrendo condugdo atrioventricular e
conducao ventriculoatrial. Essa condugao ocorre de maneira semelhante em diversas
especiais mamiferas, através de vias com potencial elétrico mais rapido e outra mais
lenta. A via lenta se inicia no atrio direito em uma regido denominada, posteroinferior,
localizado no 6stio do seio coronariano. A via rapida esta presente no atrio direito, em
contrapartida, localizada em regiao anterossuperior (Patil et al., 2017).

O impulso necessita de uma propagacéo, ocorrendo atras do eixo de condugao
atrioventricular, esse evento tem duracéo de 0,11s (110ms), ele ocorre através de um
potencial elétrico que se desloca através de um impulso através do segmento
atrionodal, essa propagacao tem duragcdo de 0,03s (30ms), posteriormente esse
impulso é captado através do né compacto, finalizando em 0,02s (20ms) no segmento
no hisiano. O potencial de agdo gerado para que ocorra o impulso elétrico ocorre de
maneira mais rapida e posteriormente reduzindo seu tempo. Disturbios do sistema de
conducao atrioventricular podem ocorrer quando esses potenciais se apresentam
alterados, e a duracédo se modifica, sendo presentem disturbios de condugdo como,
bloqueios atrioventriculares (Hossri, 2020).

3.6 INTERPRETACAO DAS ONDAS ELETROCARDIOGRAFICAS

O eletrocardiograma é composto em seu resultado por diversas ondas elétricas
provenientes do sistema de conducao elétrica do sistema cardiovascular. As ondas
visualizadas em papel milimetrado representam acgdes especificas do coracgao,
gerando impulsos necessarios para o desempenho e sua fungéo total para que o
sangue seja bombeado e encaminhado para seus respectivos destinos. Séo
compostas principalmente por cinco principais ondas, sendo elas: P, QRS, T, assim
como a presenga de intervalo PR e intervalo R-R (figura 2), e em casos distintos a
presenca de uma onda denominada como, onda U (Moreira, 2018).
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Figura 2 - Diagrama esquematico do ritmo sinusal normal para um coracao visto no ECG.
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3.6.10nda P

A onda P é essencial no mecanismo e funcionamento do sistema de conducéao
elétrica do coragao. O primeiro impulso elétrico se inicia no né sinusal localizado no
teto do atrio direito. A contracdo proveniente do né sinusal, faz com que ocorra a
despolarizagao elétrica de ambos os atrios do coragao, ou seja, o atrio direito € a
primeira camara cardiaca a ser contraida, seguindo imediatamente da despolarizagao
do atrio esquerdo (Douedi; Douedi, 2023).

A distancia existente entre a onda P e complexo QRS €& denominada como
segmento PR, que se define como uma pausa controlada para que ocorra
despolarizacao atrial completa e posteriormente de maneira continua e ritmica, ocorre

a despolarizacdo ventricular visualizada através do complexo QRS no
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eletrocardiograma. Essa pausa ocorre para que nao exista ejecdo de sangue de atrios
e ventriculos de maneira imediata (Martinez; Dias, 2020).

A onda P é visualmente presente no tragado eletrocardiografico, sua morfologia
€ avaliada através de sua duragcdo e amplitude, onde as contracbes de atrio e
ventriculos sao visualizadas e avaliadas, inicialmente a amplitude da onda P
representando a despolarizacdo do atrio direito e sua duragado referente a
despolarizagdo do atrio esquerdo, seguindo de um intervalo PR com objetivo de
retardar o estimulo elétrico de maneira rapida para os ventriculos (Figura 3).

Figura 3 - Morfologia eletrocardiografica da onda P, sendo possivel visualizar a

despolarizagao de atrio direito (amplitude) e despolarizagéo e atrio esquerdo (duragao).
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Fonte: O autor.

3.6.2 Intervalo PR

O intervalo PR € uma medida utilizada na eletrocardiografia para avaliar o
tempo decorrido entre o inicio da despolarizagao atrial e o inicio da despolarizagao
ventricular. Ele consiste em duas etapas principais, a onda P, que representa a
despolarizagao atrial, e o segmento PR, que é o periodo entre o final da onda P e o
inicio do complexo QRS, indicando o tempo necessario para a propagacao do impulso
elétrico dos atrios para os ventriculos (Chun et al., 2016).

O intervalo PR ¢ significativo na deteccao de disturbios de conducgao elétrica
do coragdo. Um intervalo PR prolongado pode sugerir bloqueio atrioventricular,
enquanto um intervalo PR encurtado pode estar associado a sindrome de Wolff-
Parkinson-White ou outras condi¢gdes de condugao elétrica do coragao (Silva; Maciel,
2021; Sattar, Chhabra, 2023).
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3.6.3 Complexo QRS

O complexo QRS é composto por trés ondas, onda Q, R, S. Seu principal
objetivo é promover a despolarizagéo ventricular, ou seja, através do impulso elétrico,
ele é capaz de promover contragdo muscular dos ventriculos e ejetar sangue para os
vasos sanguineos (Mulai, 2019). A repolarizagao atrial, apesar de nao visivel no
tracado eletrocardiografico, se posiciona unificado ao complexo QRS (Moraes, 2023).

A primeira fase de contracéo e liberacdo de estimulo elétrico para contracéo
ventricular se inicia com a onda Q. A onda Q apresenta pequena voltagem entre
membros toracico esquerdo e direito gerando uma onda Q de baixa voltagem e
negativa. Para que ocorra a contragéo ventricular, estimulos elétricos estdo presentes
nessa etapa, quando ocorre a despolarizagao ventricular existe um aumento grande
e positiva de voltagem (onda R) no membro toracico esquerdo se comparado ao
membro pélvico direito. Esse evento ocorre devido aos ramos de feixes direito e
esquerdo, conduzindo potencial de agéo até a regido do apice cardiaco. Quando esse
estimulo se propaga até a regido de apice, as fibras de Purkinje transportam o
estimulo elétrico de maneira rapida através das paredes de ambos os ventriculos.
Esse estimulo elétrico € muito forte, gerando forga de contragao necessaria para ejetar
sangue do ventriculo direito e do ventriculo esquerdo. Por sua vez, a onda S apresenta
menor estimulo elétrico, retornando a zero e se tornando levemente negativa por
poucos segundos. Esse fator esta pouco elucidado, mas pode estar relacionado com
a diminui¢ao de voltagem no membro toracico esquerdo, se comparado ao membro
toracico direito. A uniformidade no platd esta relacionada com as células ao longo dos
ventriculos, n&o existindo dipolo (Stephenson, 2020).

3.6.4 Intervalo RR

O intervalo RR ¢é definido como o intervalo de tempo entre dois complexos R
consecutivos em um tragcado eletrocardiografico. Essencialmente, ele representa o
periodo entre duas batidas cardiacas sucessivas. Este parametro € de importancia
fundamental na avaliagdo da frequéncia cardiaca e na analise da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), que € uma medida quantitativa da variagao temporal entre
os intervalos RR. A analise do intervalo RR proporciona resultados importantes sobre
a fungao cardiaca e o equilibrio autondmico do sistema nervoso. Uma variabilidade

saudavel do intervalo RR geralmente reflete um sistema nervoso auténomo
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equilibrado e uma boa saude cardiovascular. Por outro lado, uma diminuicdo na
variabilidade do intervalo RR esta associada a uma série de condi¢des patoldgicas,
incluindo disturbios cardiovasculares, estresse cronico e outras doencgas de natureza
fisiologica (Kleiger, Stein, Jr, 2005; Shaffer; Ginsberg, 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa utilizou 43 camundongos C57BL/6, providos do biotério de roedores
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), denominado Nucleo Avangado
de Estudos da Vida, que foram submetidos ao procedimento de eletrocardiografia pré-
melanoma e apés inoculagao das células da linhagem B16F10. As células tumorais
foram cultivadas no laboratdrio de Biologia Celular e Protozoologia, do departamento
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), localizada
na cidade de Ponta Grossa — PR.

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo realizado no Nducleo
Avancgado de Estudos da Vida (NAEVI — UEPG) da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, sendo divididos em dois grupos, grupo camundongos com melanoma e grupo
controle. No grupo camundongos com melanoma foram implantadas células tumorais
B16F10, sendo posteriormente avaliados em diferentes dias com objetivo de verificar
a progressao da doenga, avaliando o peso com utilizagcdo de uma balanga digital
centesimal (BEL Engineering ®, Italia) e a correlacdo do melanoma com o sistema de
conducéo elétrica do coragdo através de um eletrocardidégrafo veterinario (InPulse®,
Brasil). As avaliagbes ocorreram no dia zero, onde nenhum camundongo possuia
melanoma, 23 animais foram selecionados para participarem do grupo melanoma e
20 animais para grupo controle. Posteriores avaliagdes ocorreram em intervalos de 7
dias, onde o grupo melanoma e o grupo controle foram avaliados, sete dias apos
inoculacdo, quatorze dias apds inoculagdo e vinte e um dia apds inoculagéo,

comparando dados coletados de grupo melanoma com grupo controle.

4.1 CULTURA CELULAR DA LINHAGEM B16F10

Foi utilizada a linhagem do melanoma murino B16F10, BCRJ® cod. 0046, por
meio de amostras adquiridas pelo Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil
(BR). As células tumorais de melanoma murino B16F10, foram cultivadas no
Laboratério de Biologia Celular e Protozoologia do Departamento de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Para realizagdo do experimento, foi seguido protocolo envolvendo a amostra
B16F10 da linhagem do melanoma murino, sendo realizadas em condigbes
asseépticas, utilizando a capela de fluxo laminar com lampada ultravioleta e utilizacao

de materiais estéreis com objetivo de minimizar os riscos de contaminag&o cruzada,
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obtendo de maneira controlada a linhagem a ser pesquisada. As células foram
cultivadas em meio RPMI - 1640 adquirido pela Vitrocell ®, Campinas - SP, acrescido
de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) adquirido pela NovaBiotecnologia ®, Cotia — SP.
As células de melanoma B16F10 foram armazenadas e congeladas em freezer em
temperatura de - 80° C, em aliquotas dentro de frascos criogénicos de 2 mL. Para
utilizagcao das células de melanoma B16F10 foi necessario descongela-las utilizando
banho-maria a 37° C. Com o frasco de células de melanoma B16F10 descongeladas,
foi borrifado alcool etilico 70% na superficie externa do frasco e transferido para um
tubo falcon de 50 mL para posterior centrifugagcédo, acrescido de 10 mL de meio
completo (RPMI — 1640 e Soro Fetal Bovino). A centrifugagao foi realizada durante
um minuto a 1.000 rotagdes por minuto (rpm). Posterior a centrifugagao, foi
desprezado o sobrenadante com auxilio de uma pipeta automatica (KASVI®, BR).

As células de melanoma B16F10 foram, entdo, desprendidas suavemente e
transferidas para uma garrafa para cultivo celular. O conteudo foi homogeneizado e
observado posteriormente em microscoépio invertido (Carl Zeiss ®) para avaliagado da
qualidade das células (Figura 4).

O conteudo foi avaliado em microscoépio invertido diariamente e seu meio de
cultura substituido a cada 3 dias e avaliado posteriormente. As garrafas eram
armazenadas em estufa (Heal Force®) em temperatura padrdao de 37° C, com
atmosfera de 5% de didxido de carbono (COz2) (Figura 5).

As células foram mantidas e expandidas de maneira continua para realizacéo

posterior do experimento in vivo em camundongos C57BL/6.
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Figura 4 — A) Células B16F10 desprendidas. B) Células B16F10 em expansao.
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Fonte: O autor

Figura 5 - Condi¢gbes de armazenamento em estufa, das células de B16F10.

Fonte: O autor.
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4.2 EXPERIMENTACAO IN VIVO
4.2.1 Camundongos C57BL/6

A linhagem de camundongos C57BL/6 € amplamente utilizada em estudos
cientificos devido a sua genética bem mapeada, homogeneidade reprodutiva, vasta
documentagéo sobre seus aspectos fisioldgicos e comportamentais, além de sua facil
disponibilidade comercial. Esses camundongos apresentam alta compatibilidade com
diversos modelos de doencas humanas, sendo uma escolha frequente para
investigacbes pré-clinicas. A confiabilidade dessa linhagem facilita a indugao de
patologias variadas, permitindo a avaliagdo de intervengdes terapéuticas e estratégias
de tratamento em condi¢des que se assemelham as encontradas em humanos, o que
contribui significativamente para o desenvolvimento de novas abordagens clinicas
(Almeida et al., 2024).

A linhagem C57BL/6 s&o utilizados para a inoculagédo de células B16F10, uma
linhagem celular de melanoma murino, devido a diversas caracteristicas que o0s
tornam ideais para pesquisas sobre cancer. A compatibilidade genética entre a
linhagem e as células tumorais minimiza o risco de rejei¢gao, permitindo a progressao
natural do melanoma. Além disso, a consisténcia no crescimento tumoral das células
B16F10 em camundongos C57BL/6 proporciona resultados reprodutiveis e
comparaveis tornando a linhagem essencial para estudos envolvendo células B16F10
(Fu et al., 2016).

4.2.2 Modelo e Manutencao dos Animais

No estudo, foram utilizados camundongos C57BL/6 adultos, obtidos no Nucleo
Avancgado de Estudos da Vida (NAEVI — UEPG). As técnicas empregadas seguiram
as normas de conduta com pesquisa animal e foram realizados ap6s a autorizagao do
comité de ética de experimentacao animal da UEPG. O manuseio dos camundongos
e a inoculagdo do melanoma, foi realizado no Nucleo Avangado de Estudos da Vida
(NAEVI — UEPG). Todos os animais participantes da pesquisa receberam ragéo e
agua ad libitum, sendo mantidos durante periodo experimental em sala climatizada
com temperatura ambiente (23+2°C), com iluminagao artificial em periodo de 12/12
horas. Cada camundongo foi acomodado em caixas de polipropileno (30cm x 20cm x

13cm), todas as caixas sao gradeadas e foi definido numero maximo de 4 animais por
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caixa, com objetos que proporcionam enriquecimento ambiental para reducdo do
estresse (Figura 6).

Figura 6 - Camundongos C57BL/6 armazenados em caixas com livre acesso a alimentos e
agua.

Fonte: O Autor.

4.2.3 Inoculagao das Células Tumorais

A implantagdo das células tumorais da linhagem B16F10 foi realizada no
Laboratdrio de Técnicas Operatdrias, no Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os animais foram submetidos a
administragao via subcutanea (SC) de células da linhagem B16F 10, na regido dorsal
direita, utilizando-se seringa de 1 mL e agulha hipodérmica (13 x 0,3 mm). Foi
inoculado em cada camundongo o volume de 0,1 mL (5 x 10%) de células tumorais,
sendo acompanhados diariamente e consequentemente submetidos a avaliagao
eletrocardiografica em periodos pré-determinados, sendo: Grupo A (camundongo sem
melanoma), grupo B (Camundongo com melanoma sete dias apés administracao de
células tumorais), grupo C (com melanoma quatorze dias apds administracao de
células tumorais) e grupo D (com melanoma vinte e um dia apds administracéo de

células tumorais).
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As células tumorais B16F10 apresentam caracteristicas importantes para
pesquisa, possuindo facil cultivo in vitro, facil inoculagdo tumoral em camundongos,

sendo possivel observar tumor palpavel 10 dias apds inoculagado (FAVERO, 2019).

4.3 METODOS ELETROCARDIOGRAFICOS

Os animais foram sedados com Midazolam com concentragdo de 1 mg/mL e
na dose de 5 mg/kg (Farias et al., 2023), com objetivo de diminuir o estresse dos
camundongos durante a aquisicdo do exame eletrocardiografico. O midazolam é um
farmaco amplamente utilizado em modelos in vivo para estudos do sistema
cardiovascular por ndo causar alteracdes elétricas (Tomsits et al., 2023).

Em ambos os grupos foram efetuados registros eletrocardiograficos em
derivacado DIl, com emprego de eletrocardiografo digital veterinario InCardio de 12
derivagdes da In Pulse ® (Figura 7), calibrado para a velocidade do tragado de 50
mm/s e sensibilidade de 10mm/mV (N). O registro eletrocardiografico foi realizado no
Nucleo Avangado de Estudos da Vida (NAEVI) da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, em sala silenciosa e temperatura de (23+2°C) para reducao de estresse e
conforto dos animais.

Figura 7 — A) Eletrocardidografo computadorizado Veterinario. B) Eletrodos tipo jacaré.

Fonte: O autor.



35

A coleta de dados eletrocardiograficos foi realizada com os animais
posicionados em decubito ventral com a utilizagdo de eletrodos tipo jacaré
posicionados proximos as articulagdes umero-radial acima do olecrano, sendo
eletrodo L (amarelo) no membro toracico esquerdo e, eletrodo R (vermelho) no
membro toracico direito, e as articulagbes femorotibiais sendo eletrodo F (verde) em
membro pélvico esquerdo, e eletrodo N (preto) em membro pélvico direito, para
captagao simultanea de seis derivagées (DI, DIl, DIll, aVL, aVr e aVF) (Kim, Lim, Oh,
2015; Botelho et al., 2019; Fitzsimons et al., 2020), conforme ilustrado na Figura 8.

Figura 8 - Posicionamento de eletrodos nao-invasivos em camundongo C57BL/6.

Fonte: O autor.

O exame eletrocardiografico foi realizado por um periodo de trés minutos
consecutivos em cada animal, com os camundongos posicionados em decubito
ventral. Os animais foram identificados e cadastrados em uma base de dados do
software do equipamento eletrocardiografico como demonstrando na Figura 9.
Contendo identificagdo do camundongo, espécie, data e horario da execugao do

tracado eletrocardiografico.
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Figura 9 - Software de Eletrocardiograma (InCardioDuo v. 3.1.5).
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Fonte: O autor.

Apds a aquisicdo do registro eletrocardiografico foi utilizado o software da
Inpulse, denominado InCardioDuo (versdo 3.1.5). O ritmo cardiaco e demais
alteracdes que possam ser significativas em pacientes portadores de melanoma foram
avaliadas através do mini holter (Figura 10).

Figura 10 - Exemplo de aquisig&o utilizando mini holter.
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Fonte: O autor.
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4.4 EUTANASIA

Os camundongos foram eutanasiados posteriormente ao exame
eletrocardiografico no vigésimo dia no laboratério de técnicas operatorias do setor de
saude da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Para isso, foi realizado
utilizacao de farmacos anestésicos para promover hipnose e analgesia, cessando
qualquer estimulo de estresse ou dor.

Foi utilizado o cloridrato de cetamina na dose de 300 mg/kg (concentragéo de
100 mg/mL), farmaco pertencente ao grupo dos farmacos dissociativos, com agéo no
sistema nervoso central (SNC) através do antagonismo no receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA), promovendo sedacdo, alivio da dor e perca da memoria. A
utilizagdo do cloridrato de xilazina na dose de 30 mg/kg, concentragdo de 20 mg/mL,
foi realizada com objetivo de proporcionar, relaxamento muscular, potencializar agéao
analgésica e promover intensa sedagao, sendo a xilazina pertencente a classe dos
farmacos alfa 2 agonistas (Favoretto; Seabra; Olivato, 2019). Todo o procedimento
seguiu as normas de bem-estar animal previstos pelo CONCEA, proporcionado
diminuicao do estresse, sedacgao, e alivio da dor, para posteriormente realizar técnicas

de eutanasia.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o software Gpower (versdo 3.1.9.7) para determinar o numero
sugerido de animais, correspondendo uma experimentagdo com quatro periodos de
avaliacdo. A Analise de Variancia (ANOVA), teste t de student e os graficos, foram
feitos no software GraphPad Prism (versdo 8.0.1), sendo analisados quanto a
diferenca estatisticamente significativa os intervalos de confianga de 95,0% (p <0,05),
99,0% (p <0,01) e 99,9% (p <0,001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagao eletrocardiografica (ECG) € amplamente reconhecida como uma
ferramenta indispensavel para o monitoramento da funcgéao elétrica do coragao, sendo
crucial tanto em estudos clinicos quanto em experimentacdo animal. No presente
estudo, foi realizada a analise eletrocardiografica nas derivagbdes DI, DII, DIll, aVR,
aVL e aVF, proporcionando uma caracterizacdo detalhada da atividade elétrica
cardiaca em camundongos dos grupos controle e melanoma. Os resultados revelaram
uma linha de base eletrocardiografica estavel, sem a presenca de artefatos, o que
reforca a confiabilidade dos dados obtidos através da metodologia de
eletrocardiografia ndo-invasiva. Além disso, observou-se que todos os camundongos
apresentaram ritmo cardiaco de origem sinusal, sem evidéncias de bloqueios
atrioventriculares ou outras anomalias de condugédo (Figura11).

Figura 11 - Tracado eletrocardiografico de camundongo C57BL/6.
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Fonte: O Autor.
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5.1 PESO

Inicialmente foram pesados todos os animais sem inoculagdo das células de
melanoma B16F 10 e posteriormente acompanhados semanalmente nos intervalos de
7, 14 e 21 dias. Essa avaliagao foi realizada com objetivo de identificar se a caquexia
esta presente em determinados grupos com B16F10 e esta especificada na figura 12.

Figura 12 - Graficos representativos dos valores do peso dos camundongos do grupo controle

(A) e com melanoma (B).

GRUPO CONTROLE GRUPO MELANOMA
xx * %k Xk
@ T * ' (B) . .
I 1 * %k K
ns 1 1
I 1 ns
30m ns ns ns T 1
] T 1T 10 1 30'_ ns
211 23.07 23.08 ] * % Y ns ns '
19.46 . —I_ 1 T I Ir 1
19.31
20 o 17.65 18.15 13'[6_3
5 = [
)
g 1 o
& ] 2
1 o
10+ E
r 10 =
0 ; v 1
Dia 0 DIA7 DIA 14 DIA 21 0 T T
DIA O DIA7 DIA 14 DIA 21
Tempo
Tempo

Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para n3o significativo.

No grupo controle observamos o peso dos camundongos, com valor médio de
21,68 + 3,71 g, apresentando diferenga estatisticamente significativas entre o mesmo
grupo de camundongos do grupo controle (p>0,05). O grupo melanoma apresentou
meédia de 18,43 £ 2,48 g, ndo apresentando diferengas significativas entre os mesmos
individuos com B16F10 (p>0,095).

Em

significativas entre grupo controle e grupo melanoma em relagdo aos periodos

relacdo ao peso, foram observadas diferencas estatisticamente

analisados de acordo com a analise de varidncia (ANOVA) realizada com nivel de
significancia de 5% (p< 0,05) (Figura 13).
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Figura 13 - Grafico demonstrativo de valores de peso de camundongos do grupo controle x

camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para n3o significativo.

A atrofia muscular é reconhecida como um fendmeno significativo na sindrome
da caquexia associada ao cancer, caracterizada por uma perda progressiva de massa
muscular esquelética que contribui substancialmente para a debilitagdo funcional dos
pacientes. Embora os melanomas em estagios iniciais frequentemente nao estejam
associados a perda de peso significativa, a disseminagdo metastatica ou o
crescimento tumoral sélido em melanoma podem desencadear um estado de
caquexia (Voltarelli et al., 2017).

No presente estudo houve diferenca estatisticamente relevante a partir do
sétimo dia de inoculacdo do B16F10, demonstrando que em estagios iniciais do
melanoma é possivel visualizar uma perda de peso, entretanto ao chegar ao 21° dia,

0s animais ndo chegaram em estado de caquexia, estabilizando seu peso. Esse
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emagrecimento precoce pode estar relacionado com a resposta pro-inflamatéria e
consequente liberacdo de interleucinas infamatoérias de forma elevada, fazendo com
que os momentos iniciais da doenga progredissem com a diminuigdo do peso dos
animais. Ou seja, essas citocinas podem desencadear uma cascata de eventos
inflamatdrios sistémicos que contribuem para a degradagdo muscular, supressao do
apetite e desregulacdo do metabolismo energético, resultando em perda de peso
(Malla et al., 2022).

5.2 FREQUENCIA CARDIACA

Os resultados obtidos das mensuragdes da frequéncia cardiaca (FC) dos
camundongos saudaveis e portadores do melanoma estéo especificados na figura 14.
Os camundongos foram avaliados em quatro periodos diferentes, com tempo de
duragcdo de 3 minutos, sendo no primeiro dia (dia 0), sete dias apds a primeira
aquisicado (dia 7), posteriormente quatorze dias (dia 14) e finalizando no vigésimo
primeiro dia (dia 21).

Figura 14 - Graficos representativos dos valores de Frequéncia Cardiaca (FC) em

camundongos do grupo controle (A) e com melanoma (B).
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.
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No grupo controle observamos a FC com valores superiores se comparado ao
grupo melanoma, com valores médios de 506 + 4,57 batimentos por minuto (bpm) e
479 + 6,95 bpm, respectivamente. Observamos que os camundongos do grupo
melanoma apresentaram frequéncia cardiaca distintas, entretanto proximas nos
quatro periodos, nao apresentando diferencgas significativas (p>0,05), estando dentro
dos valores fisiologicos de referéncia para frequéncia cardiaca em camundongos.
Dentro de cada tratamento n&o houve diferenga estatisticamente significativa
entre os tempos de 0, 7, 14 e 21 dias nos valores de FC e de acordo com a analise
de variancia houve diferenca entre os valores do grupo controle quando comparado
com grupo melanoma, ao nivel de p<0,05 de significancia (Figura 15).

Figura 15 - Gréafico demonstrativo de valores de frequéncia cardiaca de camundongos do

grupo controle x camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para n3o significativo.

A presenca de diferenga estatisticamente significativa entre o grupo controle e
0 grupo melanoma sugere que os animais portadores de B16F10 apresentam

alteracbes que comprometam a frequéncia cardiaca, demonstrando que a diferenca
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ocorre desde o dia zero e se mantem constante. O grupo de camundongos portadores
do melanoma murino B16F10 apresentaram valores de FC inferiores se comparado
ao grupo controle, essa diminuicdo da frequéncia cardiaca pode estar relacionada
com fatores relacionados com estresse fisico e emocional com a progressao da
doenca. Pesquisas indicam que o aumento da frequéncia cardiaca ndo s6 aumenta o
risco de doengas cardiovasculares, mas também desempenha um papel significativo
no prognostico de pacientes com cancer (Schubert et al., 2009; Ho et al., 2014). Por
outro lado, a reducao da frequéncia cardiaca tem sido identificada como um fator
protetor, aumentando a sobrevida (Carrascosa et al., 2021). O melanoma pode
desencadear sindromes paraneoplasicas, que sao efeitos indiretos do cancer devido
a liberagao de citocinas como, interleucinas (IL-1 e IL-6), assim como liberacdo de
catecolaminas ou uma resposta imunoldgica anormal. Essas sindromes podem afetar
o sistema nervoso autébnomo, levando a uma predominancia do ténus vagal

(parassimpatico), reduzindo a frequéncia cardiaca (Marti et al., 2004).

5.3 ONDA P (ms)

Os resultados obtidos da duragado da onda P (ms) dos camundongos controle
e portadores do melanoma estao especificados na figura 16. Demonstrados valores
resultantes dos camundongos do grupo controle e grupo melanoma em sete
determinados momentos, sendo registrados os valores provenientes do dia 1, e

repetindo as analises em 7 dias (1,7,14 e 21).
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Figura 16 - Graficos representativos dos valores de P (ms) em camundongos controle (A) e

com melanoma (B).
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

No grupo controle observamos duragéo da onda P (ms) com valor médio de 25
+ 2,48 ms, ndo apresentando diferenca estatisticamente relevante entre o mesmo
grupo de camundongos (p>0,05). O grupo melanoma apresentou média de 23,24 +
2,86 ms, nao apresentando diferengas significativas entre os mesmos individuos com
B16F10 (p>0,05) (Figura 16).

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos nos diferentes
momentos de tempo, 0, 7, 14 e 21 dias do grupo controle comparado ao grupo

melanoma (figura 14), conforme analise ANOVA com nivel de significancia de 5% (p

> 0,05) (Figura 17).
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Figura 17 - Grafico demonstrativo de valores de duragédo da onda P (ms) de camundongos do

grupo controle x camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

A despolarizagao atrial € iniciada mediante a propagacéo de impulsos elétricos
provenientes do né sinusal, gerando potencial elétrico que induz a contragao de seus
atrios. Em camundongos sadios a despolarizagao ocorre de maneira fisiologica,
enquanto camundongos acometidos com B16F10 apresentam alteragdes no sistema
de condugédo elétrica do atrio esquerdo, gerando impulsos que comprometem a
contragao e eje¢ao do sangue a partir do atrio. Nenhum estudo apresenta informagdes
acerca da duracdo da onda P em pacientes acometidos por cancer de pele. Estudos
sdo fornecidos e evidenciam que pacientes com psoriase vulgar apresentam
alteracbes de conducdo dos impulsos elétricos referente ao nd sinusal,
correlacionando com maior fator de risco de fibrilagao atrial em pacientes graves, esse
fator esta relacionado com o processo de inflamacgao crénica promovendo anomalias

na conducao elétrica (Bacaksiz et al., 2013; Duman et al., 2019).
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5.4 ONDA P (mV)

Na figura 18, encontram-se detalhados os dados referentes a amplitude da
onda P (mV) observada em camundongos saudaveis e em camundongos com
melanoma. Os valores correspondentes aos grupos controlem e melanoma foram
registrados em quatro momentos distintos, comeg¢ando no primeiro dia da observacao
e repetindo-se as analises apds 7, 14 e 21 dias.

Figura 18 - Graficos representativos dos valores de P (mV) em camundongos controle (A) e

com melanoma (B).
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

No grupo controle observamos duragédo da onda P (ms) com valor médio de
0.08 + 0.02 ms, apresentando diferenga estatisticamente relevante entre 0 mesmo
grupo de camundongos (p<0,05). O grupo melanoma apresentou média de 0,06 +
0.02 ms, ndo apresentando diferengas significativas entre os mesmos individuos com
B16F10 (p>0,05) (Figura 18).

Em relagdo a amplitude de onda P (mv), foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre grupo controle e grupo melanoma em relagéo aos
periodos analisados de acordo com variancia (ANOVA) realizada com nivel de
significancia de 5% (p< 0,05) (Figura 19).
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Figura 19 - Grafico demonstrativo de valores de amplitude da onda P (ms) de camundongos

do grupo controle x camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

A despolarizagdo atrial € um evento extremamente importante para o ciclo
cardiaco, sendo ele responsavel pela ejecao do sangue dos atrios para os ventriculos
e de maneira continua prossegue para todo o organismo. A amplitude da onda P esta
intrinsicamente relacionado com a contragdo do atrio direito. Ha poucos estudos
demonstrando que o melanoma apresente repercussao elétrica, entretanto acredita-
se que existem fatores que podem desencadear alteragcdes no sistema de condugao
elétrica do coracao. Essas alteragdes podem estar relacionadas as metastases de
melanomas, apresentando caracteristicas clinicas importantes, afetando o n6 sinusal
e gerando alteracbes elétricas que podem provocar desde bradiarritmias a
taquicardias, esse fator elétrico pode ser associado com a invasao de células
cancerigenas no atrio direito provocando sobrecarga e fornecendo aumento da

amplitude da mesma onda (Marti et al., 2004).
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Outros fatores podem alterar esse parametro, como, hipertrofia atrial,
alteracdes na conducao elétrica recorrentes a bloqueio atrioventriculares, taquicardia
e fibrilacdo atrial aumentando a amplitude dessa onda como mecanismo
compensatoério, entretanto no presente estudo ndo foram evidenciados bloqueios
atrioventriculares, fibrilagdo ou taquicardia em camundongos do grupo controle e

grupo com melanoma em seus diferentes estagios.

5.5 INTERVALO PR

Os resultados obtidos do intervalo PR (ms) dos camundongos saudaveis e
portadores do melanoma est&o especificados na figura 20. Sdo demonstrados valores
resultantes dos camundongos do grupo controle e grupo melanoma em quatro
determinados momentos, sendo registrados os valores provenientes do dia zero, e
repetindo as analises em 7, 14 e 21 dias.

Figura 20 - Graficos representativos dos valores do intervalo PR (ms) em camundongos

controle (A) e com melanoma (B).
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

No grupo controle observamos duragéo da onda P (ms) com valor médio de

36.58 + 3,25 ms, ndo apresentando diferenca estatisticamente relevante entre o
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mesmo grupo de camundongos (p>0,05). O grupo melanoma apresentou média de 38
* 6 ms, ndo apresentando diferengas significativas entre os mesmos individuos com
B16F10 (p>0,05) (Figura 20).

Em relagdo a duragdo do intervalo PR (ms), foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre grupo controle e grupo melanoma em relagao aos
periodos analisados de acordo com variancia (ANOVA) realizada com nivel de
significancia de 5% (p< 0,05) (Figura 21).

Figura 21 - Grafico demonstrativo de valores de intervalo PR (ms) de camundongos do grupo

controle x camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

O intervalo PR esta associado com o tempo entre a despolarizagao atrial e a
despolarizacdo ventricular. Alteracbes no tempo de duragdo no intervalo PR
representam alteracdes na conducgao elétrica do coragdo, essas alteracbes ocorrem
devido a falha de comunicagao entre o n6 atrioventricular em relagao a captacao e
liberacéo do estimulo elétrico, retardando o tempo de intepretagao do estimulo elétrico
promovido pelo atrio através do no sinusal e consequentemente alterando o tempo de

contragao ventricular (Douedi; Douedi, 2023).
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No presente estudo houve alteracbes no intervalo PR, estudos relatam que
alteracdes no intervalo PR estdo associadas com problemas de conducédo elétricas
graves, como bloqueio atrioventriculares e fibrilagdo atrial. Em pacientes com doencga
pericardica maligna em humanos foi observado alteragdes em relagdo ao intervalo
PR, essa alteragao é descrita como uma possivel invasao direta do pericardio através
de uma disseminagao hematogénica ou linfangitica, na qual apresenta caracteristicas
que afetam o sistema de repolarizagao atrial. Fatores ainda descritos em relacédo as
alteracdes do mesmo segmento, estas associadas com a terapéutica, sendo utilizagdo
de quimioterapicos e métodos com utilizagao de radiagao que podem alterar o sistema
de condugéao (Ahluwalia et al., 2016).

Estudos que correlacionaram grupo com melanoma em relagdo a grupo com
utilizacao de terapias medicamentosas contra 0 melanoma, n&o observou alteragbes
entre os individuos (Pohl et al., 2020). Em pacientes com cancer de mama tratadas
com quimioterapicos o intervalo PR n&o apresentou resultados significativos entre o
inicio do estudo e durante o acompanhamento durante a quimioterapia (Liang et al.,
2020). Apesar de pouco utilizada, essa metodologia de verificar o intervalo PR,
podendo favorecer em diagndsticos em pacientes com cancer que apresentem
derrame pericardico (Ahluwalia et al., 2016), o que nao foi evidenciado no presente

estudo com animais com melanoma B16F10.

5.6 COMPLEXO QRS

Os resultados obtidos da duragdo do complexo QRS (ms) dos camundongos
controle e portadores do melanoma estao especificados na figura 22. Demonstrados
um comparativo entre camundongos do grupo controle e grupo melanoma
demonstrando a progressao em sete principais momentos, sendo registrados os

valores provenientes do dia zero, e repetindo as analises em 7, 14 e 21 dias.
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Figura 22 - Gréficos representativos dos valores do complexo QRS em camundongos controle

(A) e com melanoma (B).
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

No grupo controle observamos duragdo do complexo QRS (ms) com valor
meédio de 28 + 2 ms, ndo apresentando diferenca estatisticamente relevante entre o
mesmo grupo de camundongos (p<0,05). O grupo melanoma apresentou média de
29,6 £+ 3 ms, apresentando diferengas significativas entre os mesmos individuos
durante a progressao do B16F10 (p>0,05) (Figura 22).

Com relacdo a duragdo do complexo QRS (ms), ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre grupo controle e grupo melanoma em
relacdo aos periodos analisados de acordo com variancia (ANOVA) realizada com

nivel de significancia de 5% (p< 0,05) (Figura 23).
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Figura 23 - Grafico demonstrativo do complexo QRS (ms) de camundongos do grupo controle

x camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para n3o significativo.

Nao foram observadas diferengas significativas na analise comparativa entre o
grupo controle e o grupo melanoma. Esses resultados sugerem que 0 mecanismo de
acao do melanoma ndo demonstrou efeitos que comprometessem o sistema de
conducéo elétrica no complexo QRS. Em investigacdes clinicas realizadas com seres
humanos, onde a avaliagdo da duracao do complexo QRS foi conduzida durante o
tratamento do melanoma, nao foram evidenciadas alteragbes neste parametro tanto
em pacientes pré-tratamento quanto em pacientes submetidos a terapia com
inibidores de PD-1 (monoterapia) ou a combinagdo de inibidores de PD-1 com
inibidores de CTLA-4 (terapia combinada) (Pohl et al.,, 2020). Estudos em
camundongos C57BL/6 tratados com inibidores de PD-1 tém revelado um efeito
positivo sobre as células miocardicas, caracterizado por uma resposta inflamatéria e

de isquemia mais favoravel, sem induzir danos teciduais significativos. Em
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camundongos BALB/c promoveu um aumento de anti-tropomina-l e cardiomiopatia
dilatada. Esse evento esta correlacionado com aspectos genéticos e utilizacdo de
camundongos geneticamente modificados para estudos cardiovasculares. Contudo, o
uso de inibidores de PD-1 tem sido associado a uma maior incidéncia de
cardiotoxicidade em comparacdo com inibidores de CTLA-4, aumentando assim o
risco de desenvolvimento de miocardite. E importante observar que essas alteracdes
nao parecem influenciar o sistema de conducgdo elétrica ventricular, mas sim

estruturas do coracao (Ronen et al., 2022).

5.7 ONDA R (mV)

Os resultados da duragao da onda R (mV) em camundongos de grupos controle
e portadores de melanoma estao detalhados na Figura 24. Um comparativo entre os
camundongos do grupo controle e do grupo com melanoma € apresentado, ilustrando
a progresséo ao longo de quatro momentos, nos quais foram registrados os valores
no dia 1, com analises subsequentes realizadas aos 7, 14 e 21 dias.
Figura 24 - Gréficos representativos dos valores da onda R (mv) em camundongos controle

(A) e com melanoma (B).
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.
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No grupo controle foi observada uma duragédo média da onda R de 0,22 + 0.05
mV, ndo demonstrando diferencgas estatisticamente significativas entre os individuos
deste grupo de camundongos (p< 0,05). O grupo com melanoma apresentou uma
meédia de 0,23 £ 0.08 mV, nado revelando diferengas estatisticamente significantes
entre os mesmos individuos durante a progresséo do B16F10 (p < 0,05), conforme
ilustrado na Figura 24.

Em relacdo a onda R (mV), foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre grupo controle e grupo melanoma em relagdo aos periodos
analisados de acordo com analise de variancia (ANOVA) realizada com nivel de
significancia de 5% (p< 0,05) (Figura 25).

Figura 25 - Grafico demonstrativo do complexo QRS (ms) de camundongos do grupo controle

X camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para n3o significativo.

A relagdo entre o aumento da onda R em humanos com melanoma pode ser

multifatorial e ndo ha uma explicagéo unica ou definitiva. No entanto, algumas teorias



55

e observagdes demonstram que a hipertrofia ventricular direita pode estar
correlacionada com pacientes humanos com melanoma, isso pode ocorrer devida a
uma resposta compensatéria a hipertensdo pulmonar causada por metastases
pulmonares do melanoma (Pohl et al., 2020). Metastases do melanoma podem causar
alteracdes estruturais no coracao, afetando o padréao do ECG, incluindo o aumento da
onda R (Morais et al., 2008). Estudos indicam que o efeito paraneoplasico podem
influenciar a atividade elétrica do coracao devido a liberagdo quimica de substancias
produzidas pelo melanoma, assim como alteracbes no sistema nervoso e
cardiomiopatia granulomatosa que consequentemente podem apresentar alteracoes
na amplitude da onda R (Kolominsky et al., 2023). No entanto, € importante ressaltar
que o aumento da onda R em camundongos e humanos com melanoma ndo é uma

caracteristica universalmente observada em todos os casos.

5.8 INTERVALO RR

Os resultados obtidos do intervalo R-R (ms) dos camundongos controle e
portadores do melanoma estéo especificados na figura 26, demonstrando comparativo
entre camundongos do grupo controle e grupo melanoma em uma progressédo de

quatro periodos, sendo, 1, 7, 14 e 21 dias.



56

Figura 26 - Graficos representativos dos valores do intervalo R-R em camundongos controle

(A) e com melanoma (B).
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

No grupo controle, foi observada uma duragao média da onda R de 126 + 21,03
mV, ndo demonstrando diferengas estatisticamente significativas entre os individuos
deste grupo de camundongos (p< 0,05). O grupo com melanoma apresentou uma
média de 146,60 + 30.66 mV, nao revelando diferengas estatisticamente significantes
entre os mesmos individuos durante a progressao do B16F10 (p < 0,05).

Em relagdo a intervalo R-R, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre grupo controle e grupo melanoma em relagdo aos periodos
analisados de acordo com variancia (ANOVA) realizada com nivel de significancia de

5% (p< 0,05) (Figura 27).
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Figura 27 - Grafico demonstrativo do intervalo RR de camundongos do grupo controle x

camundongos do grupo melanoma.
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Resultados significativamente distintos, de acordo com o teste t de Student, representados

por * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; e “ns” para nao significativo.

Poucos trabalhos correlacionam o intervalo RR com melanoma. Em uma
pesquisa que envolveu pacientes com cancer de mama, foi observada diminuigao do
intervalo RR se comparado ao grupo controle da mesma doenga. O sistema nervoso
parassimpatico (SNP) desempenha um papel crucial na regulagdo do sistema
cardiovascular, promovendo diminuicdo da frequéncia cardiaca e aumento do
intervalo RR (Reyes et al., 2021). A atuacdo do SNP pode estar relacionada com o
aumento do sistema nervoso simpatico recorrente ao cancer, estresse relacionado ao
cancer pode desencadear respostas autondémicas, que podem influenciar a
frequéncia cardiaca, € possivel que em algumas situagdes de estresse crbnico ou
patolégico como no caso do céncer, o aumento da atividade do sistema nervoso
simpatico possa levar a adaptagcbes compensatérias no sistema nervoso
parassimpatico, atuando e reduzindo a frequéncia cardiaca em individuos com cancer
(Jimenes et al., 2017; Farah, 2020).
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6 CONCLUSAO

Este estudo destaca a importancia da monitorizagao eletrocardiografica em
modelos experimentais de melanoma, fornecendo resultados valiosos sobre as
interacbes entre o cancer e a funcido elétrica do coracdo. As alteragdes
eletrocardiograficas observadas no presente estudo demonstram que o grupo de
camundongos com melanoma apresentam frequéncia cardiaca inferior se comparado
ao grupo controle. Alteragcdes associadas a despolarizagao de atrio esquerdo e direito
foram evidenciadas no grupo melanoma através das mensurag¢des de amplitude e
duracdo da onda P demonstrando uma despolarizacao inferior ao encontrado no
grupo controle. Referente ao intervalo PR foi visualizado altera¢gdes de tempo de
duracao, porém nao sendo evidenciado bloqueios atrioventriculares. As mensuracoes
de complexo QRS nao foi evidenciado alterag¢des significativas, entretanto a amplitude
da onda R apresentou alteragcdes no grupo melanoma. O grupo de camundongos com
melanoma apresentaram alteracbes de intervalo RR, demonstrando que
camundongos com melanoma apresentam alteragdes significativas
eletrocardiograficas, assim como também alteragdes importantes em relagao ao peso,

apresentando reducao de peso no decorrer do estudo.
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Consideracoes

A Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-UEPG) certifica
que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa supracitado estdo de acordo com a Diretriz
Brasileira para o Cuidado ¢ a Utilizagdo de Animais para fins Cientificos ¢ Didaticos (DBCA), estabelecida
pelo Conselho Nacional para fins de Experimentagdo Animal (CONCEA) e com as normas internacionais
para a experimentacdo animal. Dessa forma, fica autorizado o uso de: Mus musculus, Nome vulgar:
camundongo, linhagem: C57Bl/6, nimero: 44, sexo: indiferente, idade: 60 dias, no Processo
23.000041280-0.

Obs.:
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