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RESUMO

A cisplatina € um agente quimioterapéutico altamente eficaz usado no tratamento de
tumores solidos. No entanto, seus efeitos colaterais graves permanecem como uma
limitagdo para sua ampla utilizagdo, em particular, a ototoxicidade e a
genotoxicidade. Foi demonstrado que a melatonina, um derivado do triptofano, pode
reduzir os efeitos toxicos da cisplatina devido a sua atividade antioxidante. Além
disso, a melatonina pode aumentar a eficacia da quimioterapia devido a mecanismos
citotoxicos que levam a apoptose. Objetivos: determinar o efeito da melatonina
contra a ototoxicidade e genotoxicidade em ratos Wistar tratados com cisplatina.
Materiais e Métodos: quarenta e cinco ratos Wistar foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos: controle negativo (somente solugéo salina; grupo 1), melatonina
(somente metatonina; grupo 2), cisplatina (cisplatina + solugdo salina; grupo 3) e
cisplatina + melatonina (grupo 4). Aos ratos dos grupos 3 e 4 foi administrada uma
dose unica intraperitoneal de 10 mg/kg de cisplatina. Aos ratos dos grupos 2 e 4
foram administradas doses intraperitoneais diarias de 1 mg/kg de melatonina. As
afericbes das emissbes otoacusticas produto de distorcdo (EOAPD) foram
realizadas nos dias 1 e 8. Os animais foram eutanasiados e perfundidos com
solucado de formaldeido a 10%. O numero de neurbnios viaveis e o seu diametro
médio nos géanglios espiral e vestibular foram analisados. Na estria vascular,
ligamento espiral e limbo espiral, foi estudado o numero de células viaveis. Para
pesquisar o efeito da melatonina contra a genotoxicidade da cisplatina, doze animais
foram divididos aleatoriamente em trés grupos: controle negativo (solugdo salina;
grupo A), cisplatina (cisplatina + solug&o salina; grupo B) e cisplatina + melatonina
(grupo C). Aos ratos dos grupos B e C foi administrada uma dose unica de 10 mg/kg
de cisplatina. Os animais do grupo C receberam uma dose unica de 1 mg/kg de
melatonina antes da infusdo de cisplatina. Todos os animais foram sacrificados apos
48 horas. A medula 6ssea do fémur dos ratos foi removida. A contagem de
micronucleos e a porcentagem de eritrécitos policromaticos foram analisadas.
Resultados: Houve diminuicdo nas amplitudes das EOAPD nos animais que
receberam cisplatina; no entanto, o grupo tratado com cisplatina + melatonina
apresentou amplitudes de EOAPD comparaveis aos valores dos grupos controle.
Verificou-se que os animais tratados com cisplatina (grupo 3) apresentaram maior
perda de células em comparagdo com outros 3 grupos em todas as estruturas
cocleares estudadas (ganglio espiral, ganglio vestibular, estria vascular, ligamento
espiral e limbo espiral). O didmetro dos neurbénios nos ganglios espiral e vestibular
também foi inferior nos animais do grupo 3. Os ratos tratados com melatonina
tiveram menor contagem de micronucleos e maior numero de eritrocitos
policromaticos que os animais tratados apenas com cisplatina. Conclusao: A
melatonina pode ser usada como tratamento adjuvante do tumor devido a sua
capacidade de diminuir a ototoxicidade e genotoxicidade induzidas por cisplatina.

Palavras-chave: Ototoxicidade, Cisplatina, Melatonina, Genotoxicidade, Emissdes
Otoacusticas.



ABSTRACT

Cisplatin is a highly effective chemotherapeutic agent that is used to treat solid
tumors; however, its severe side effects remain a limitation. In particular, the high
incidence of cisplatin-induced ototoxicity and genotoxicity has attracted interest.
Melatonin, a tryptophan derivative, has been shown to decrease the toxic effects of
cisplatin due to its antioxidant activity. Besides that melatonin could increase the
efficacy of cancer chemotherapy due to cytotoxic mechanisms that lead to apoptosis.
Objectives: The aim of this study was to determine the effect of melatonin against
ototoxicity and genotoxicity in rats treated with cisplatin. Materials and Methods:
forty-five female Wistar rats were randomly divided into four groups: negative control
(saline solution only; group 1), melatonin (metatonin only; group 2), cisplatin (cisplatin
+ saline solution; group 3) and cisplatin + melatonin (group 4). Rats in groups 3 and 4
were administered a single intraperitoneal dose of 10 mg/kg cisplatin. Rats in groups
2 and 4 were administered a daily intraperitoneal doses of 1 mg/kg melatonin.
Cochlear distortion-product otoacoustic emission (DPOAE) measurements were
carried out on days 1 and 8. The animals were euthanized and perfused with 10%
formaldehyde solution. The number of viable neurons and their mean diameter in the
spiral and vestibular ganglia were analyzed. In vascular stria, spiral ligament and
spiral limb, the number of viable cells was studied. All animals were sacrificed under
anesthesia and bulla was taken out after decapitating. In order to research the
protective effect of melatonin against cisplatin genotoxicity, twelve animals were
randomly divided into three groups: negative control (saline solution; group A),
cisplatin (cisplatin + saline solution; group B) and cisplatin + melatonin (group C).
Rats in groups B and C were administered a single dose of 10 mg/kg cisplatin.
Animals in group C were administered a single dose of 1 mg/kg melatonin before
cisplatin infusion. All animals were sacrificed after 48 hours. The rat femoral bone
marrow was removed. Micronucleus and percentage of polychromatic erythrocytes
were analyzed. Results: There was a decrease in DPOAE amplitudes in the animals
that received cisplatin; however, the group treated with cisplatin + melatonin
presented DPOAE amplitudes comparable to those of the control groups. Animals
treated with cisplatin (group 3) were found to have higher cell lost compared with
other three groups in all cochlea structures studied (spiral ganglion, vestibular
ganglion, stria vascularis, spiral ligament and spiral limbus). The diameter of neurons
in the spiral and vestibular ganglia was also lower in group 3 animals. Rats treated
with melatonin have lower micronucleus counts and higher number of polychromatic
erythrocytes than rats treated with cisplatin only. Conclusion: Melatonin might be
used as an adjuvant tumor treatment due to its ability to decrease cisplatin-induced
ototoxicity and genotoxicity.

Keywords: Ototoxicity, Cisplatin, Melatonin, Genotoxicity, Otoacoustic emissions.



Apaf-1
CTCAE
ENC
EOADP
EOAT
EPC
ERO
FDA
MN

NCI
NPS

PEATE

LISTA DE ABREVIATURAS

Fator ativador de protease apoptética
Common Terminology Criteria for Adverse Events
Eritrécitos normocromaticos

Emissao otoacustica por produto de distorgao
Emiss&o otoacustica transiente

Eritrocitos policromaticos

Espécies reativas de oxigénio

Food and Drug Administration

Micronucleos

National Cancer Institut

Nivel de pressao sonora

Potencial evocado auditivo de tronco encefalico



Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11
Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15
Figura 16

Figura 17
Figura 18
Figura 19

Figura 20

LISTA DE FIGURAS

Mapa do ranking de cancer como causa de morte em pacientes

abaixo de 70 anos em 2015, ... 13
Desenho esquematico da cisplatina. ...............iiiiiiiiiiiiiiiie 16
Desenho esquematico da melatonina. ..............eeeeiiiiieiiiiiiiiiiiieeeee 23
Representacdo esquematica de um radical livre. ...............coeeeeeee, 25
Representagcdo esquematica da acdo das substancias

aNtioXIdANTES. ..o 25
Esquema do labirinto anterior € posterior. ..........ccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie. 30

Corte histologico no plano médio-modiolar da coclea de cachorro...... 31
Corte histologico da COClea. ........ooovveiiiiiiiiiiii e 32
Rato posicionado em caixa com protecao acustica para realizagao
A EOADP. ... 40
Visdo da cabeca do rato em decubito dorsal com marcacdo do
meato acuStiCO €XIErNO. ... ... 43
Seguimento contendo as duas bulas timpanicas. ............ccccceeeeeiinnnn. 43
Amplitudes das Emissbes Otoacusticas Produto de Distor¢do no
dia 1 (D1) € N0 did (D8). ...coveeeeeiiiiiee e 51
Avaliagcdo do ganglio €Spiral..............eeeeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 52
Fotomicrografias do ganglio espiral representativa dos grupos
salina (A), melatonina (B), cisplatina (C) e cisplatina+melatonina
(D). Aumento 400x, coloragdo H&E. ... 53
Avaliagdo do ganglio vestibular. ... 55
Fotomicrografias do ganglio vestibular representativa dos grupos
salina (A), melatonina (B), cisplatina (C) e cisplatina+melatonina

(D). Coloragao H&E. Barra = 80 IM. .....coooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 56
Analise da estria vascular. ...........cc.ueiiiiiiii 57
Analise do ligamento espiral. .............ceeiiiiiiiiiiiiii 58

Fotomicrografias da estria vascular e ligamento espiral

representativos dos grupos salina (A), melatonina (B), cisplatina (C)
e cisplatina+melatonina (D). Coloracdo H&E. Barra = 30 ym.............. 59

Analise do limbo eSpiral. ........ooeeeiiiiiii e 60



Figura 21

Figura 22

Figura 23
Figura 24
Figura 25

Figura 26

Fotomicrografias do limbo espiral representativas dos grupos salina
(A), melatonina (B), cisplatina (C) e cisplatina+melatonina (D).
Coloragdo H&E. Barra = 50 M. ...ccooiiiiiiiee e
Imagem do ducto coclear com visualizagdo da membrana
vestibular, estria vascular, ligamento espiral, limbo espiral,
membrana tectoria, membrana basilar e 6rgao de Corti......................
Imagem do 6rg&ao de Corti 1. ...
Imagem do 0rgao de Corti 2. ...........uuiiiiiiiiiiiiiie e
Imagem do orgdo de Corti com visualizagdo das células ciliadas
externas e internanodetalhe. ...
Porcentagem de EPC (A) e numero de micronucleos (B) de

eritrocitos de medula 6ssea de ratos (n = 5) apds 48 horas da

61

63
64

64

administragdo de medicamentos. ...........cceiiiiiiiii i 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Tabela descritiva do experimento ...........cccooiiiiiii i 42

Tabela 2 Emiss&o otoacustica por produto de distorgdo (EOAPD, dB NPS)
avaliados no primeiro (D1) e no oitavo (D8) dia em todos os grupos
ESTUAAOS. ... 50



SUMARIO

INTRODUGAD ...t cee st essessessessssesssssesssssssssssssessessssassssssssssssssssssnssnsssenses 13
1 REVISAO DA LITERATURA ..ot snsessessesssssssssessesssssssssssssssnes 16
1.1 Cisplatina..........ccccoiiiiiirrrr 16
1.2 Toxicidade da cisplatina ...........ccoiimiiimm s 18
1.3 OtotoXicidade........coomiiiiiiiieir e 19
1.4 GenotoXicidade..........ccuiiiiiiiimiiic 22
1.5 Prevencgao da toxicidade - Melatonina...........cccommmmmmmmeecccccciininr s 23
1.6 Anatomia da orelha ... —————————— 29
1.7 O modelo animal - Rato Wistar...........cccoimmmmmimmeecsi s 32
1.8 Avaliagao funcional ... ————————— 34
1.9 Justificativa .......oooiiiiie e ————————— 35
I 0T o 1o T == 36
R B T © 1= (o T 36
2 MATERIAIS E METODOS ......cocoiiiirciiciecsesnssesssesssessssessssessssssssssssssssssnes 37
2.1 TIiPO dO @StUAO ... 37
2.2 Planejamento ... 37
23 Selecao dOs aNIMAIS ....ccceeeeeeeiiiiiiiii e 38
24 Avaliagcao da Ototoxicidade.........ccummieemmmmiiiiriii 38
241  Critérios de eXCIUSEO ......cceeeiiiieeeeee e 38
2.4.2 Procedimentos tECNICOS.........ooiiiiiiiiiice e 39
2.4.3 Preparagdo histolOgiCa ........ccooviiiiiiiiiieee e 42
25 Avaliacao da genotoxicidade ...........cccoeiiiiiiiiiiinsenee s 45
251  Critérios de eXCIUSEO .......coeeiiieiieeee e 45
2.5.2 Procedimentos tECNICOS.........ooiiiiiiiiie e 46
2.6 Procedimentos analitiCos ..o 47
3 RESULTADOS ... sssseemerrrrsrsrses s s s s esssssssssssss s s ssssnsmnssssssssssssssnnes 49
3.1 Avaliacao da Ototoxicidade.........cccuumiemmmemiiirir 49
3.1.1  Avaliagao fUNCIONAL.........co i 49
3.1.2  Avaliagao histolOgICa ........cooiiiiiiiii e 51
3.2 GenotoXicidade..........ccoiiiiiiiiiiiic 65
4 DISCUSSAD ...t eeeesessesasss e ssessessssssessessssassssssssssssssssssnsssssnssnes 67

(o0 ] 1] o I U L= 1Y o 20 79



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cccoourreceecreresesasassssesesesesssasssssesenenesenes

APENDICE



13

INTRODUGAO

O cancer é uma das principais causas de morte tanto nos paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (Figura 1). De acordo com dados da
Organizagao Mundial de Saude, o cancer é a primeira ou a segunda causa de morte
antes dos 70 anos em 91 dos 172 paises analisados, sobretudo em decorréncia da
reducdo das mortes por doengas cardiovasculares. Com o crescimento e o
envelhecimento populacional nos paises em desenvolvimento, onde residem 82%
das pessoas do planeta, espera-se um aumento no numero de novos casos [1].

Estima-se que, em 2020, o numero de novos casos anuais seja da ordem de
15 milhdes. Cerca de 60% destes novos casos ocorrerdao em nacdes em
desenvolvimento. Paises como o Brasil, que viveram um desenvolvimento e
urbanizagcdo mais recentemente, sofrem, na atualidade, as consequéncias da
adocao de estilo de vida que notoriamente predispde ao aparecimento de tumores.
Sabe-se que alguns dos fatores de risco para o céncer sdo associados ao
desenvolvimento econémico, como o sedentarismo, menor numero de filhos, maior
idade materna no primeiro filho e dieta pobre em alimentos de origem vegetal como
frutas, legumes, verduras, cereais integrais e leguminosas, e rica em alimentos

processados [1].

Ranking of cancer
Premature mortality (0-69)

1st (48)

2nd (43) 3

3rd - 4th (22) “
5th - 10th (59)

- No data l:l Not applicable

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data source: GHO ( \' World Health
on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map production: CSU i ,V organizaﬁon
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization o

for which there may not yet be full agreement. ©WHO 2016. Al rights reserved

Figura 1 — Mapa do ranking de cancer como causa de morte em pacientes
abaixo de 70 anos em 2015.

Fonte: Bray et al., 2018 [1].
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No Brasil, estima-se a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer no biénio
2018-2019. Essas estimativas refletem o perfil de um pais que possui os canceres
de prostata, pulmdo, mama feminina, colon e reto entre os mais incidentes,
entretanto ainda apresenta altas taxas para os canceres do colo do utero, estbmago
e esbfago. Os canceres de préstata (68 mil) em homens e mama (60 mil) em
mulheres sdo os mais frequentes [2].

No ultimo século, o desenvolvimento de agentes citotoxicos foi revolucionario
para a terapia do cancer. A cisplatina € um agente antineoplasico altamente eficaz e
amplamente utilizado. A droga é o quimioterapico de primeira linha para uma grande
variedade de neoplasias. E usada no tratamento de tumores sélidos em adultos e
criangas, como os de ovario, testiculo, pulmao, utero, bexiga e as lesbes de cabeca
e pescoco [3].

Apesar de seu uso amplo e rotineiro, o constante risco de efeitos secundarios
pode trazer impactos na qualidade de vida da populagéao tratada. Dentre os eventos
indesejados mais encontrados, destacam-se a ototoxicidade, a nefrotoxicidade, a
genotoxicidade, a supressdao medular e os disturbios gastrointestinais. Estas
ocorréncias exigem, em muitas situagdes, interrupgdo do tratamento, o que pode,
em muitos casos, levar ao comprometimento da sobrevida dos doentes [4].

Além disso, o crescente aumento dos casos de resisténcia aos
quimioterapicos € implicado como causa de fracasso terapéutico em 90% dos
pacientes com cancer metastatico. Na tentativa de superar a resisténcia a droga, a
dose de cisplatina tem aumentado nos protocolos de tratamento mais recentes. No
entanto, a existéncia de efeitos colaterais potencialmente graves e limitantes, por
vezes impede a utilizagdo destas dosagens, que poderiam maximizar os efeitos
terapéuticos com impacto benéfico no tratamento [5].

A acao nefrotdxica da cisplatina pode ser amenizada pelo aumento da
hidratacao, pela utilizacdo de solugdes salinas hipertdnicas e pela administracéo de
diuréticos, como o manitol. Ja os sintomas gastrointestinais podem ser combatidos
com utilizagao de antieméticos [4].

Embora a adogao destas medidas, ja bem estabelecidas na literatura, consiga
minimizar os efeitos nefrotoxicos e gastrointestinais, a ototoxicidade e a
genotoxicidade ainda carecem de estratégias comprovadamente eficazes para
prevencdo. Ha necessidade de desenvolvimento e experimentacdo de substancias
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capazes de proteger o organismo dos pacientes submetidos a este tipo de
tratamento.

A ototoxicidade da cisplatina &, ainda hoje, um efeito colateral da medicagéo
que causa significativa morbidade e grande impacto na qualidade de vida apos o
tratamento oncologico. De 23 a 54% dos adultos e até 90% das criangas com
neoplasias de cabecga e pescocgo tratadas com cisplatina desenvolvem ototoxicidade
[6]. Esta elevada frequéncia, associada a alta prevaléncia das neoplasias sensiveis
a cisplatina na populacgédo, tornam extremamente necessaria e urgente a pesquisa de
formas de reduzir os efeitos deletérios da terapia, a fim de otimizar o tratamento e
reduzir a morbidade destes pacientes.

Varios modelos animais e culturas celulares ja foram utilizados para o estudo
dos mecanismos de lesdo da cisplatina e para testar possiveis substancias
protetoras, sobretudo ratos [7—10].

A melatonina € uma substancia endogenamente produzida mais conhecida
por sua capacidade de sincronizar o ritmo circadiano [11]. Sabe-se que a melatonina
estimula a sintese das enzimas antioxidantes e as protege contra o dano oxidativo
que, por vezes, prejudica o adequado funcionamento delas [12,13].

Portanto, diante do efeito antioxidante da melatonina ja bem demonstrado,
espera-se que sua utilizagcdo nesta pesquisa estabeleca novas perspectivas para
prevengcdo da ototoxicidade e da genotoxicidade durante o tratamento
quimioterapico com a cisplatina, visando a futuras aplicagbes biomédicas e

biotecnologicas.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cisplatina

A cisplatina foi primeiramente descrita por Reiset em 1844 e, 1 ano apos,
Michel Peyrone descreveu um outro composto com a mesma féormula molecular.
Apenas em 1893, Alfred Werner propbs serem os 2 compostos isébmeros: o
complexo de Reiset correspondia ao isbmero e o de Peyrone a forma cis (Figura 2)
[14].

Figura 2 — Desenho esquematico da cisplatina.
Fonte: Carvalho, 2009 [14].

Apenas em 1960, Barnett Rosenberg na Universidade de Michigan descobriu
que a cisplatina inibia a mitose da bactéria Escherichia coli ao estudar o efeito do
campo elétrico em uma cultura de bactérias, evidenciando suas possiveis
propriedades antitumorais [15,16]. No inicio da década de 70, a cisplatina comecou
a ser submetida a testes clinicos, inicialmente em pacientes terminais e
posteriormente em tumores localizados, como de testiculo e ovario [17].

Em 1978 a cisplatina foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA)
para tratamento de tumores de ovario, testiculo e bexiga. O langamento no mercado
americano ocorreu no ano seguinte. A droga revolucionou o tratamento oncoldgico,
chegando a transformar tumores anteriormente quase sempre letais, como o de
testiculo, em curaveis em até 80% dos casos [4].

O sucesso da droga no entanto veio acompanhado por inumeros efeitos
colaterais, para alguns dos quais ainda hoje ndo ha forma de prevengdo ou
tratamento. Mais recentemente, tem-se observado também a ampliacdo da
resisténcia dos tumores ao quimioterapico, tornando necessario o aumento da
dosagem usualmente aplicada para se garantir um efeito terapéutico adequado, o
que tende a piorar os efeitos adversos da droga [4].
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O efeito citotdxico da cisplatina é resultado de sua ligacdo ao DNA, com
formacgao de adutos, originando ligagdes intra e intercadeias que induzem alteragdes
transcricdo e replicagdo, induzindo a apoptose das células tumorais [14]. Sua
atuacao envolve ainda a produc¢ao de radicais livres, a redu¢do dos mecanismos de
defesa antioxidantes e a ativacdo da cascata das caspases, determinando apoptose
celular. No entanto, os efeitos da cisplatina ndo se restringem apenas as células
cangerigenas. Assim, diferentes tecidos e 6rgdos podem ser impactados pela
atuagao da medicagao [18-20].

A nefrotoxicidade foi a primeira adversidade a limitar a utilizagao da cisplatina,
no entanto os danos renais puderam ser controlados com aumento da hidratacéo e
diurese. Inumeras pesquisas tém sido desenvolvidas visando a redugao dos demais
efeitos colaterais, de modo que os beneficios terapéuticos da droga continuem
sendo alcangados [4]. Além disso, estudos extensos tém sido realizados nas ultimas
décadas para determinar as causas da resisténcia a cisplatina e varios mecanismos
tém sido implicados variando de acordo com a linhagens celulares especificas e tipo
do tumor [21].

Do ponto de vista econémico, a cisplatina € uma droga relativamente barata,
o que facilita sua utilizacdo tanto nos hospitais publicos quanto nos privados. O
emprego rotineiro de quimioterapicos mais novos e caros ainda nao apresentou
superioridade claramente demonstrada em relacdo a cisplatina na maioria dos
estudos apesar da existéncia de vieses de selecao dos pacientes nas publicacbes
sobre o tema. Desta forma, considerando a realidade vivenciada no Brasil, o
emprego da cisplatina ainda € amplamente difundido, tendo a droga um papel
essencial no tratamento dos mais variados tipos de cancer.

Na rotina oncologica e em estudos experimentais, a cisplatina pode ser
aplicada em dose unica ou com a dosagem fragmentada em alguns poucos dias.
Sabe-se que quando se fragmenta a dose, ha minimizagdo dos efeitos colaterais,
estratégia muito utilizada na pratica clinica por permitir maior dose cumulativa e,
portanto, melhor efeito terapéutico. Os ratos Wistar costumam ter menor resisténcia
sistémica a cisplatina e estudos com maior duragdo em geral possuem maiores
taxas de mortalidade [22,23].

Nas pesquisas em roedores com dose unica de cisplatina, ha grande
variabilidade na dosagem utilizada, desde 10 mg/kg a 20 mg/kg [24—-29]. Observa-se
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que mesmo as menores doses ja sao capazes de desencadear dano auditivo e

genotoxicidade [30].

1.2 Toxicidade da cisplatina

A cisplatina, apesar de ser amplamente utilizada em todo o mundo, apresenta
grande toxicidade sistémica. A suscetibilidade dos pacientes aos efeitos deletérios
da cisplatina depende de diversos aspectos. Fatores como a sensibilidade individual,
as condi¢des clinicas do individuo e a magnitude da dose cumulativa ja foram
implicados [3,6,31].

Nauseas e vOmitos estdo entre os mais frequentes efeitos adversos
associados a quimioterapia. Dentre as drogas utilizadas na oncologia, a cisplatina
particularmente esta entre os agentes terapéuticos de maior efeito emético. Ha
também descricdo de outros sintomas gastrointestinais, como anorexia e diarreia.
Dentre os fatores que aumentam o risco desses efeitos estdo o sexo feminino, dose
alta e infusdo rapida da cisplatina. O desenvolvimento de antieméticos potentes
melhorou bastante a tolerabilidade a droga, permitindo a manutengcdo dos
tratamentos propostos [32—-35].

Inicialmente, a nefrotoxicidade foi o achado que mais limitou a utilizacdo de
altas dosagens da cisplatina, havendo, por vezes, necessidade de dialise e relato de
alguns casos de letalidade. Histologicamente, a cisplatina pode causar les&o tubular
aguda grave com reducdo da filtragdo glomerular [36]. O tratamento prévio com
alguns medicamentos, incluindo outros compostos de platina, ciclosporinas e
antibioticos aminoglicosideos, predispde os pacientes a nefrotoxicidade induzida por
cisplatina [37].

O aumento da hidratacao e diurese com manitol ou diuréticos de alga tornou a
nefrotoxicidade mais gerenciavel, permitindo o aumento seguro da dose para além
de 40 mg/m? a cada trés semanas. Dosagem de até 100 mg/m? por até quatro ciclos
foi considerada segura em pacientes jovens com tumores de células germinativas,
osteossarcomas ou outros tumores sélidos na infancia, ampliando a utilizacdo de
altas doses para outras indicagdes, como cancer de ovario [38].

A cisplatina provoca toxicidade hematoldégica nas diversas linhagens

hematopoiéticas, como eritroides, mieloides e linfoides. A leucopenia induzida pela
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cisplatina ocorre em até 50% dos pacientes, no entanto a contagem de leucdcitos
abaixo de 1,5x10%1 ocorre em apenas 5% dos pacientes. Em humanos, a leucopenia
inicia entre o 6° e o 26° dias, havendo recuperacdo em até 40 dias [35]. Ja a
trombocitopenia induzida pela cisplatina ocorre em 2 a 50% dos pacientes, atingindo
niveis mais alarmantes em menos de 10% deles. A trombocitopenia inicia-se mais
tardiamente entre 10 e 26 dias com recuperagcao em até 45 dias [35].

Nos paciente oncologicos, a anemia certamente € de causa complexa e
multifatorial, no entanto o tratamento com cisplatina esta diretamente relacionado ao
aparecimento da anemia em até 40% dos pacientes [35]. Doses elevadas de
cisplatina parecem resultar em maior dano celular e em toxicidade hematologica
mais grave. A hidratacdo e o aumento da diurese ndo afetam a incidéncia ou a
gravidade da mielossupressao induzida pela cisplatina [32].

Ademais, a cisplatina pode afetar os nervos sensitivos periféricos levando a
neuropatia periférica. A cisplatina induz degeneragao e morte neuronal. Infelizmente,
varios farmacos neuroprotetores e manobras neurorregenerativas n&o
demonstraram eficacia suficiente para permitir a aprovagdo por agéncias

reguladoras [39].

1.3 Ototoxicidade

Existe uma correlagdo ja bem descrita entre os efeitos ototoxicos e todo
subgrupo de quimioterapicos do qual a cisplatina faz parte. No entanto, o
mecanismo exato da ototoxicidade da cisplatina ainda n&o esta completamente
elucidado. A hipétese mais aceita € a producao de radicais livres e a reducédo dos
mecanismos de defesa antioxidantes cocleares, com ativacdo da cascata das
caspases, determinando apoptose celular [40]. Outro mecanismo aceito € a
alteragdo da producdo de proteinas da familia do gene Bcl-2, responsaveis pelo
controle da apoptose celular [41].

A cisplatina, ao atingir o orgdo de Corti, inicia sua acao deletéria pelas células
de sustentagdo, seguidas pelas células ciliadas externas, principalmente nos giros
meédio e basal, posteriormente estria vascular e células do ganglio espiral [42]. A
cisplatina é capaz de causar dano coclear tanto em doses agudas elevadas quanto

em altas doses cumulativas [43].
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A ototoxicidade pode ser manifestada com perda auditiva, zumbido ou
vertigem. A perda auditiva & geralmente neurossensorial bilateral principalmente em
altas frequéncias, dose-dependente, de carater progressivo e irreversivel [44]. O
impacto da perda auditiva pode ser significativo para a qualidade de vida destes
pacientes. Nas criangas, a repercussdo de uma perda auditiva precocemente
instalada é ainda mais catastrofica, havendo grande impacto na aquisicdo de
linguagem e no desenvolvimento cognitivo [45].

A prevaléncia de ototoxicidade induzida pela cisplatina apresenta grande
variabilidade nos estudos clinicos dependendo das diversas caracteristicas da
populacdo estudada como idade, forma de administragdo e dose cumulativa da
cisplatina, variando desde 20 a 90% [46].

A grande variabilidade encontrada nos estudos € também resultado dos
diferentes critérios utilizados nos artigos para definir e classificar a perda auditiva.
Ha varias escalas disponiveis e nenhuma delas é de utilizagdo ampla e universal, o
que limita o conhecimento da verdadeira prevaléncia da ototoxicidade da cisplatina
ou de qualquer outra droga. Desta forma, o desenvolvimento de modelos de
predicao de risco de ototoxicidade com a cisplatina sao limitados [46,47].

Um comité de membros da American Speech-Language-Hearing Association
estabeleceu, em 1994, diretrizes para o monitoramento auditivo de individuos que
estdo fazendo uso de medicagdes ototdxicas, particularmente cocleotéxicas.
Segundo as normas publlicadas, a primeira avaliagdo audioldgica, composta por
audiometria tonal e vocal, deveria ser realizada antes do inicio da terapia
medicamentosa ou no maximo 24 horas apds o inicio da administracdo de
quimioterapicos, como a cisplatina, e 72 horas apds o inicio da administracdo de
antibiéticos. Os individuos em tratamento com cisplatina deveriam realizar as
avaliagdes audioldgicas dentro das 24 horas apds cada ciclo de quimioterapia, para
acompanhamento e diagndstico precoce da toxicidade coclear. Em casos nos quais
€ impossivel a realizagdo da audiometria, deve-se realizar as Emissdes
Otoacusticas por Produto de Distor¢ado (EOAPD) ou o Potencial Evocado Auditivo de
Tronco Cerebral (PEATE). Este protocolo de avaliagdo e acompanhamento é
utilizado em alguns estudos, mas tem a desvantagem de necessariamente precisar
de um exame inicial, o que muitas vezes nao é realizado sobretudo em criangas

pequenas [47].
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Ja a escala do National Cancer Institut (NCIl), Common Terminology Criteria
for Adverse Events (CTCAE), inclui tanto critérios objetivos quanto subjetivos. As
notas sdo atribuidas com base na mudancga de limiar em relagdo a audiometria
inicial e ndo na perda auditiva real, o que impede a adequada avaliagdo do impacto
da alteracdo na vida do paciente e dificulta bastante a comparacdo de resultados
[48].

Particularmente nas criangas, € comum n&o haver disponibilidade de
realizacdo de exames audioldgicos antes do inicio do tratamento. Desta forma,
Brock et al. desenvolveram uma escala especifica para criangas com a vantagem de
nao requerer exame prévio [45]. No entanto, a perda auditiva € considerada apenas
quando os limiares sao superiores a 40dB, fazendo com que muitas criangas com
perdas auditivas leves n&do sejam diagnosticadas. Particularmente em criangas,
cujas conexdes cerebrais e linguagem encontram-se em construgéo, ignorar perdas
leves pode gerar prejuizos na comunicagao e no processamento auditivo central. Na
tentativa de corrigir estas falhas, Chang et al. definiram um novo critério que
classificava como perda auditiva os limiares entre 20 e 40dB [45] e adicionava as
frequéncias de 3Hz e 6kHz as analises [49]. Apesar destas melhorias, a nova escala
€ mais complexa, o que limita sua ampla utilizagéo.

De modo geral, a maior prevaléncia de perda auditiva é encontrada nos
estudos que avaliam a populagao pediatrica, particularmente em menores de cinco
anos, e em pacientes que recebem maiores doses cumulativas. Os idosos também
parecem ter maior predisposicdo. Quanto a forma de administragcdo, sabe-se que
nos estudos nos quais a cisplatina foi administrada por meio de infusédo intravenosa
rapida houve maior prevaléncia de ototoxicidade [6].

Além destes fatores, pacientes com fungdo renal deteriorada sdo mais
comumente acometidos pelo dano coclear resultante do uso da cisplatina, bem
como aqueles com associagdo da cisplatina a outras drogas ototoxicas, perda
auditiva prévia ou radioterapia na regido da orelha ou do nervo auditivo [6,50].
Observa-se ainda uma predisposicdo geneticamente induzida, havendo destaque
das mutagdes mitocondriais em algumas pesquisas [6].

Ha necessidade de monitoramento peridodico da audicdo para identificacédo
dos sinais mais precoces de toxicidade coclear, no entanto, ndo ha tratamento nem
medida preventiva conhecidamente eficazes para a ototoxicidade que sejam
utilizados na pratica clinica [51].
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1.4 Genotoxicidade

A cisplatina inibe a proliferagdo celular por intermédio de uma série de
mecanismos diferentes, incluindo lesdo direta do DNA, alteracdo no metabolismo do
DNA e no processo de mitose celular. Tratamentos bem-sucedidos matam células
tumorais, mas também exercem efeitos em tecidos saudaveis, podendo induzir
alteragdes gendmicas [52,53].

Na genética, genotoxicidade é a capacidade de algumas substancias de gerar
danos no material genético a elas expostos, afetando a integridade do material
genético celular. As substancias genotoxicas sao todas as que tém afinidade para
interagir com o DNA, sendo potencialmente mutagénicos ou cancerigenos [54].

A atividade citotoxica da cisplatina ja foi reportada em diversos estudos da
literatura [55,56]. O mecanismo de acgédo da citotoxicidade esta relacionado a
producao de radicais livres e a redu¢cao dos mecanismos de defesa antioxidantes,
com ativacao da cascata das caspases, determinando apoptose celular; bem como a
modulacdo de proteinas da familia do gene Bcl-2, responsaveis pelo controle da
apoptose celular [18-20].

A mutagenicidade da cisplatina esta associada a troca de cromatides irmas e
aberragdes cromossOmicas nas células sobretudo da medula éssea [55]. Em células
somaticas normais, mutagdes induzidas pela quimioterapia podem acelerar
processos tumorigénicos. Sabe-se que doentes que sobrevivem por longos periodos
apos tratamentos oncologicos apresentam maiores incidéncias de tumores
secundarios em diferentes érgéos [57]. Isto é relevante sobretudo para os pacientes
pediatricos. Desta maneira, diversos tecidos e células do corpo, particularmente os
proliferativos, podem ser afetados, sendo a leucemia o cancer mais encontrado
nestes casos [58,59].

Além disso, as mutagdes induzidas pelo tratamento nas células cancerigenas
sobreviventes aumentam a heterogeneidade genética do tumor e podem contribuir
para o desenvolvimento de resisténcia a tratamentos posteriores [59].

A avaliagdo da genotoxicidade pode ser feita recorrendo a contagem de
micronucleos nos eritrécitos policromaticos da medula 6ssea e da avaliagdo da
razdo entre os eritrécitos policromaticos e os eritrocitos normocromaticos.
Micronucleos sdo pequenos fragmentos de cromossomos ou cromatides envoltos

por membrana nuclear adjacentes ao nucleo original da célula. S&o0 marcadores de
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dano cromossémico [60]. A pesquisa de micronucleos é um teste rapido e facil para
pesquisa de genotoxicidade [61].

Em testes em células da medula 6ssea, espermatogbnias e espermatocitos
de mamiferos (n&o humanos), a cisplatina induz aberragdes cromossdmicas, troca
de cromatides irmas, formagdo de micronucleos, adutos de DNA e surgimento de
tumores [62,63]. Em células sanguineas humanas a cisplatina induz aberragdes
cromossOmicas, troca de cromatides irmas, formacao de micronucleos, adutos de
DNA e mutacdes [53,64].

1.5 Prevencao da toxicidade - Melatonina

Diversas substancias tém sido testadas com o objetivo de reduzir os efeitos
toxicos da cisplatina. Dentre elas, destacam-se tiossulfato de sodio, dietilcarbamato,
acido 4-metiltiobenzoico, acido lipdico, glutation, metionina, procaina, ginkgo biloba,
pirofosfato de tiamina, apomicina, minociclina, vitamina C e compostos sulfurados
[22,29,43,65-69].

A melatonina, n-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 3), é uma substéncia
endogenamente produzida mais conhecida por sua capacidade de sincronizar o
ritmo circadiano [11]. E produto resultante do metabolismo do triptofano na glandula
pineal. No entanto, sabe-se que a substancia € também produzida em uma ampla
variedade de células e tecidos, como nas células do sistema imunoldgico, cérebro,
epitélio respiratorio, medula éssea, intestinos, ovarios, testiculos, pele e até mesmo

na coéclea [70].

N-acetil-5-metoxitriptamina

CH3

2T

CH3)

Figura 3 — Desenho esquematico da melatonina.
Fonte: sigmaldrich.com.



24

A melatonina possui acdes mediadas por receptores e agdes ndo mediadas
por receptores. Seus receptores sao amplamente distribuidos nas membranas
celulares, bem como nos nucleos. Além disso, nao existem barreiras
morfofisiolégicas a melatonina, como a barreira hematoencefalica. Isso significa que
a melatonina provavelmente funciona em todas as células com as quais entra em
contato [71].

Em mamiferos, a melatonina sinaliza processos intracelulares via ativacao de
receptores. Ha trés tipos de receptores de membrana, adequadamente clonados e
molecularmente caracterizados. Os receptores de alta afinidade, MT1 e MT2,
pertencem a superfamilia dos receptores ligados a proteina G. Esses receptores
estao distribuidos por todo o organismo desde o sistema nervoso central, onde estéo
presentes em muitas estruturas, até a periferia do organismo, sendo encontrados em
muitos orgaos e tecidos. As fungbes mediadas por estes receptores incluem o
controle sazonal da reprodugdo, a modulacdo dos processos do sono e as
influéncias no crescimento dsseo e na osteoporose. O terceiro tipo de receptor de
membrana € o MT3, cujas a¢des nao estdo completamente esclarecidas [71,72].

O receptor nuclear com afinidade para a melatonina € da familia dos
receptores de acido retindico. Alguns dos efeitos atribuidos a essa interagdo sao a
regulacdo da expressdo da enzima lipo-oxigenase, da expressdo das enzimas
antioxidantes, da sintese de interleucina-2 e seu receptor, além da regulagcdo da
sintese do receptor de estrogeno do tipo E2a [72].

A melatonina possui ainda ac¢des diretas, independentes de receptores, sobre
os radicais livres de oxigénio e nitrogénio. A droga e seus metabdlitos possuem
funcdo antioxidante. Esta atuagdo envolve a remogao direta dos radicais livres e
seus produtos, a estimulacdo das atividades das enzimas antioxidantes, a inibigao
das enzimas pro-oxidativas, a promogédo da sintese da glutationa (importante
antioxidante), a ac&o sinérgica com outros antioxidantes e a redugao da geragéo de
radicais livres por meio de mecanismos mitocondriais [71].

De maneira simplificada, o termo radical livre refere-se a um atomo ou
molécula altamente reativos, que contém numero impar de elétrons em sua ultima
camada eletronica, ou seja, sdo moléculas ou atomos que possuem um ou mais
elétrons ndo emparelhados. Esta caracteristica faz deles substancias com alta
reatividade [73] (Figura 4).
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elétron livre

molécula de oxigénio

Figura 4 — Representacdo esquematica de um radical livre.
Fonte: Sanpei, 2017.

Como a maioria destas substéncias sdo derivadas do metabolismo do Oo,
utiliza-se o termo “Espécies Reativas do Oxigénio” (ERO). Elas sdo instaveis e
extremamente reativas capazes de transformar outras moléculas com as quais
colidem. As ERO sao geradas em grande quantidade durante o estresse oxidativo,
condicdo em que sdo afetadas moléculas como proteinas e DNA. E essencial nos
organismos a manutencdo do equilibrio entre as ERO e o sistema de defesa
antioxidante [74].

Um desequilibrio entre a formacao e a remocéao de radicais livres pode levar a
uma condigdo patoldégica denominada estresse oxidativo. No entanto, o corpo
humano emprega moléculas conhecidas como antioxidantes para combater esses

radicais livres [75] (Figura 5).

Doacao de elétrons .

Antioxidante

Figura 5 — Representacdo esquematica da agao das substéncias antioxidantes.
Fonte: Sanpei, 2017.

O estresse oxidativo pode desencadear o processo de apoptose celular.
Apoptose € uma forma de morte celular programada que fisiologicamente tem um
papel essencial na embriogénese, diferenciacéo celular, proliferacédo e defesa contra
células infectadas, danificadas ou com mutagdes. Sabe-se alteragées nos processos
celulares com redugdo da apoptose podem resultar no surgimento de um cancer
[76].
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Diferentemente da necrose celular, que ndo envolve nenhum padréo regular
de degradacédo de DNA ou proteinas, a apoptose é caracterizada morfologicamente
por contragdo citoplasmatica, condensagado de cromatina, fragmentagdo nuclear,
fragmentacdo de DNA, formagdo de bolha de membrana citoplasmatica e
manutengao da integridade das organelas [77]. A importancia primaria do conceito
de apoptose para a oncologia reside no fato de ser um fenémeno sujeito a
estimulagao e inibicdo, regulando o surgimento e crescimento de tumores [78].

A mitocéndria exerce uma fung¢ao primordial na cascata de eventos que levam
a apoptose. Na sua via intrinseca, ha um aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial que libera proteinas pré-apoptéticas, como o citocromo ¢, usualmente
confinadas no interior desta organela. O citocromo c liberado no citoplasma agrega-
se ao fator ativador de protease apoptodtica (Apaf-1) e ao dATP formando o
apoptossomo. Este ultimo ativa a caspase 9 dando inicio a cascata de ativagao
apoptotica (caspases 3, 6 e 7) [76].

A via extrinseca da apoptose acontece por meio da interagéo receptor-ligante,
como por exemplo o fator de necrose tumoral. Esta ligagdo ativara uma cascata de
proteinas, que culminara na ativagao da caspase 8, dando também seguimento na
cascata das caspases (caspases 3, 6 e 7) [76].

O crescimento da producédo de ERO gera um consumo de antioxidantes como
o NADPH e glutationa, danificando a cadeia respiratoria mitocondrial e gerando um
consequente aumento da permeabilidade da sua membrana, dando inicio a via
intrinseca da apoptose [76].

A melatonina, assim como qualquer antioxidante, possui a capacidade de
doar um ou mais elétron para os radicais livres. Neste processo de eliminagao dos
radicais livres, a melatonina € convertida em metabdlitos que parecem ser tao
eficazes quanto ela na neutralizagdo das ERO e dos agentes toxicos associados
[79].

Diferentemente de outros antioxidantes, a melatonina é capaz de regular os
niveis de glutationa, estimulando duas enzimas envolvidas em seu metabolismo, a
glutationa-peroxidase e a glutationa-redutase. Desta forma, a melatonina é restaura
0s niveis de glutationa, interrompendo o desencadeamento da cascata de apoptose
celular [80]. Além disso € capaz de proteger estas enzimas contra o dano oxidativo
que, por vezes, prejudica o adequado funcionamento delas [13].
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Em estudos comparativos com outros antioxidantes bem conhecidos, como as
vitaminas C e E, a melatonina tem sido, muitas vezes, considerada superior em
termos da sua capacidade de proteger contra destruicdo molecular por derivados
toxicos de oxigénio [13]. Uma das vantagens da melatonina em relagdo a acao de
outros antioxidantes é a sua capacidade de penetrar em ambientes lipidicos
(membranas celulares) e aquosos (citoplasma), ampliando seus locais de atuagao
dentro das células. Além disso, as acdes de melatonina na mitocéndria, que sao
normalmente o principal local de geragéo intracelular de radicais livres, podem
também contribuir para a sua elevada eficacia na protecdo contra os danos
oxidativos [79].

O gene bcl-2 produz proteinas pré-apoptéticas (Bax e Bak) e antiapoptéticas
(blc-2 e bcl-xl). O aumento da expresséo da proteina bcl-2, por reduzir a apoptose,
pode levar ao processo de oncogénese e ao crescimento de tumores [78]. O
tratamento com cisplatina altera os processos de transcrigdo do gene bcl-2, gerando
descontrole da homeostase apoptética com aumento da morte celular, tanto de
células cancerigenas quando de células normais [41,76]. A melatonina parece
aumentar a expressao da proteina bcl-2 com consequente efeito antiapoptotico. Este
efeito contribui para o efeito protetor contra o toxicidade da cisplatina as células nao-
tumorais [81,82].

Estudos anteriores ja avaliaram o beneficio do efeito antioxidante da
melatonina, utilizando-se de varios modelos animais, na degeneragdo neuronal
relacionada a idade, na injuria cerebral traumatica e na hipertrofia ventricular [83].

Segundo Espino et al., a melatonina auxilia o sistema defensor antioxidante
do organismo, atuando na remocgédo dos radicais livres, tanto pela sua atuacgéo
quanto pela acédo de seus metabdlitos. A melatonina agiria neutralizando as ERO e
outros agentes toxicos, o que explica a citoprotecdo na medula éssea dos ratos,
evidenciada pelo estudo [79].

A administragdo da melatonina mostrou-se capaz de exercer efeito protetor na
funcdo renal em modelos experimentais de nefrotoxicidade induzida pela cisplatina
[83—87]. Ja foi também bem demonstrado o beneficio na prevengao da toxicidade na
medula éssea e ao dano reprodutivo [88-90].

Especificamente em relagédo a ototoxicidade, a melatonina ja demonstrou ser
eficaz na prevengdo do dano gerado pelos antibidticos gentamicina e amicacina

[91,92]. Lopez et al., em 2000, demonstraram o efeito protetor da melatonina em
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associagdo com outros antioxidantes contra a ototoxicidade induzida pela cisplatina
[25].

E importante salientar que quando se busca uma droga capaz de reduzir
efeitos colaterais de qualquer quimioterapico, é imprescindivel o conhecimento
acerca dos efeitos desta substancia na acdo antineoplasica do medicamento
antineoplasico. Diante disto, estudos foram conduzidos para atestar a seguranga da
utilizacdo da melatonina em pacientes oncologicos sem que isso prejudicasse o
tratamento do tumor. Foi observado que a melatonina ndo apenas previne algumas
das reagdes adversas dos quimioterapicos e melhora a qualidade de vida dos
doentes, mas também pode melhorar a sobrevida destes pacientes [93,94,103—
109,95-102].

A melatonina demonstra ter uma acao antimitética resultante da reducao da
expressao génica intranuclear e da inibigdo da liberacéo e da atividade dos fatores
de crescimento, atuando como molécula antiproliferativa. Neste aspecto, ja estéo
bem estabelecidos efeitos antitumorais da melatonina em muitos tipos de cancer,
reduzindo a proliferagdo de células cancerigenas em baixas concentragdes. Além
disso, em altas concentragdes a melatonina parece induzir apoptose em alguns tipos
especificos de cancer. Um efeito sinérgico foi encontrado em varios tipos de cancer
quando € administrado em combinagdo com agentes quimioterapéuticos
[103,105,108,110-113]

A melatonina poderia ainda contribuir para os tratamentos quimioterapicos por
intermédio de outros mecanismos, incluindo efeitos antiangiogénicos, anticaquéticos,
anti-inflamatérios e imunoestimulantes [104,108].

Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, a
melatonina tem seu uso estabelecido na clinica médica no tratamento de alguns
disturbios do sono como insénia por fase retardada, ciclo vigilia-sono com periodos
diferentes de 24h, laténcia prolongada para o sono, fragmentagdo do sono,
disturbios comportamentais do sono REM, corre¢cdbes do sono do idoso,
dessincronizagdo entre o ciclo vigilia-sono e o dia e a noite, como observado com
frequéncia em alguns tipos de cegueira. Além disso, por ser um agente antioxidante,
antiamiloidogénico, neurotrofico e neuroplastico, € usado como um coadjuvante
terapéutico para tratamento dos disturbios do sono de pacientes com doencgas
neurologicas e degenerativas como doengas do espectro do autismo, sindrome de
déficit de atencéo e hiperatividade, e Smith-Magenis [72].
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A variabilidade observada nas doses de melatonina utilizadas € grande. Para
tratamento dos disturbios do sono, utiliza-se doses de 5 a 10 mg do individuo adulto.
No entanto, nos estudos que advogam o uso da melatonina pelo seu potencial
antioxidante, s&o observadas doses bem superiores, chegando a 40 mg ao dia nos
estudos em humanos, particularmente nos pacientes oncologicos [104,114].

Nas pesquisas em animais que avaliam o efeito protetor da melatonina contra
os mais diversos eventos adversos, existem experimentos que utilizam uma dose
unica antes da aplicagdo da droga téxica. Dentre estes, ha pesquisas aplicando
entre 2 e 10 mg/kg em dose unica [84,115,116]. Existem também artigos que
mostram uso diario da melatonina ao longo de periodos variaveis de observagao.
Nestes, as doses variaram de 1 a 5 mg/kg/dia durante periodos de trés a oito dias,
com doses totais alcangando até 25 mg/kg nos estudos de maior tempo de duragéo
[85,86,117,118]. Ademais, dosagens de até 250 mg/kg ja foram utilizadas para
demonstrar a seguranga da melatonina [88,119,120]

Em relagédo a via de administragdo, em seres humanos utiliza-se a via oral. Ja
em pesquisas com animais, particularmente ratos, utiliza-se principalmente a via
intraperitoneal [25,121]. Apesar da grande facilidade da administragdo oral ndo é
possivel a padronizagdo e controle da quantidade de medicagdo ingerida pelos
animais, o que pode prejudicar as inferéncias sobre os possiveis efeitos benéficos
da melatonina.

Ha ainda um estudo utilizando melatonina oral em gel (gel contendo 3% de
melatonina fabricado pela Fagron Ibérica SAU, Terrasa, Spain) [122], mas esta
apresentacao da droga n&o é disponivel para utilizagdo. Ha ainda a possibilidade de
aplicagcado por gavagem, que permite uma seguranga maior que a via oral simples,

mas ha certa dificuldade técnica [120].

1.6 Anatomia da orelha

A orelha é o 6rgao responsavel pela sensibilidade ao som e aos efeitos
gravitacionais e do movimento. Esta localizado no interior do osso temporal e é
dividida em trés partes: orelha externa; orelna média; e orelha interna. Quando se
fala de ototoxicidade, a orelha interna é o segmento acometido [123].
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No interior da orelha interna, existe a coclea, 6rgdo responsavel pela
percepcao de som. A cdclea tem o aspecto de concha de caracol e é composta pelo
labirinto ésseo e pelo labirinto membranoso. O labirinto 6sseo é formado pela
capsula optica e pelo modiolo, tubo 6sseo que forma o eixo central da coclea [123]
(Figura 6).
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Figura 6 — Esquema do labirinto anterior e posterior.
Fonte: Netter. Atlas de anatomia humana, 2000.

A base do modiolo é larga e corresponde ao fundo do meato acustico interno.
Ao redor do modiolo, forma-se um espiral da base até o apice da coclea dividido em
trés compartimentos: escala vestibular; escala timpanica; e escala média ou ducto

coclear [123] (Figura 7).
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Figura 7 — Corte histoldgico no plano médio-modiolar da céclea de cachorro.
Fonte: Sampaio et al. em Otorrinolaringologia principios e pratica 22 ed, 2006. [123]

O ducto coclear € constituido por trés paredes: ligamento espiral, membrana
basilar e membrana vestibular ou de Reissner. No interior do ducto coclear, uma
regido sobre a membrana basilar passa por um alto grau de diferenciagdo formando
o 6rgéo de Corti. Este é formado pelas células ciliadas internas em uma unica fileira
medialmente e proxima ao modiolo, por trés fileiras de células ciliadas externas
lateralmente as células ciliadas internas e por células de sustentacéo [123].

A membrana tectorial € uma estrutura semelhante a um gel acelular composta
de matriz extracelular. Ela parece ter um papel fundamental como transdutor
sensorial devido ao seu intimo contato com as células ciliadas [123].

A ladmina espiral 6ssea e a membrana basilar separam o ducto coclear da
escala timpanica. A lamina espiral 6ssea € formada por uma projegao do modiolo. A
metade superior dela esta praticamente dentro do ducto coclear e o periésteo que a
reveste € muito espessado, formando o limbo espiral, onde se prende a membrana
vestibular [123].

A membrana vestibular, composta por uma camada de células epiteliais e
outra de células mesoteliais, separa a escala vestibular arada do ducto coclear. Ela
se estende do limbo da lamina espiral éssea até a parte mais alta do ligamento
espiral acima da estria vascular [123].

A estria vascular, por sua vez, consiste em um epitélio estratificado
especializado altamente vascularizado localizado na parede lateral da céclea na
area do ligamento espiral abaixo da regido de fixagdo da membrana vestibular. O
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ligamento espiral € uma camada especializada resultante do espessamento do
enddsteo coclear, que ocupa a sua parede lateral. E composta por células epiteliais,
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e matriz extracelular, dando suporte para a
estria vascular e para a membrana basilar [123].

As células da estria vascular sdo ricas em ATPase Na'K®, sendo capaz de
secretar ativamente potassio na escala média, e assim contribuir para a génese do

potencial endococlear [123] (Figura 8).

Figura 8 — Corte histologico da coclea com visualizacdo da membrana vestibular, estria
vascular, ligamento espiral, limbo espiral, membrana tecto6ria, membrana basal e érgéo de
Corti

Fonte: Sampaio et al. em Otorrinolaringologia principios e pratica 22 ed, 2006. [123]

1.7 O modelo animal - Rato Wistar

As caracteristicas morfoloégicas da céclea humana séo dificeis de serem
estudadas, uma vez que a bidpsia ou a excisdo resultam na perda completa da
audigdo. Desta forma, mesmo nos dias atuais, o conhecimento sobre otopatologia
ainda é limitado para diversas doencgas do ouvido humano [123].

Existe um pequeno numero de banco de ossos temporais humanos no mundo
e a maioria dos espécimes apresentam algum grau de artefato decorrente do atraso
na fixagdo e processamento do osso temporal apds a morte. Além disso, os achados
obtidos dos ossos temporais apenas possuem valor se a historia clinica do individuo
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for conhecida em detalhes. Portanto, a utilizacdo de modelos animais sao essenciais
para o melhor entendimento das diversas patologias otolégicas e o desenvolvimento
de tratamentos com embasamento funcional e principalmente histologico [124].

Boa parte da pesquisa na area médica é realizada com animais de pequeno
porte (camundongo, rato, hamster, cobaia ou gerbil) pela facilidade de manuseio,
menores custos para obtencdo e maior permissividade dos comités de ética em
pesquisa animal em relagcdo a mamiferos de maior porte como cachorros e
chimpanzés [124].

Em relagdo aos animais utilizados na pesquisa otoldgica, particularmente para
avaliacdo audiologica, os roedores s&o os mais utilizados, inclusive para pesquisas
de ototoxicidade. Nas pesquisas sobre ototoxicidade, nas quais € necessaria a a
investigacdo dos mecanismos fisiopatologicos de danos auditivos estes animais sao
bastante uteis [125].

Os ratos Wistar sdo uma linhagem albina da espécie Rattus norvegicus. Esta
linhagem foi a primeira a ser utilizada como organismo-modelo numa época em que
pesquisadores utilizavam primariamente camundongos da espécie Mus musculus. A
linhagem Wistar € uma das mais utilizadas mundialmente em pesquisas de
laboratorio [126].

A anatomia da orelha do rato possui algumas peculiaridades que a
diferenciam dos humanos. Nos humanos, a céclea possui dois giros completos e
trés quartos de um novo giro. Ja em roedores, a céclea possui dois giros e metade
de outro giro. As estruturas morfologicas, no entanto, sdo bastante similares as
encontradas nos humanos. Presenca de membrana tectéria, membrana de
Reissner, estria vascular e 6érgéo de Corti € bem estabelecida [127].

Sua membrana timpénica ndo veda inteiramente o conduto auditivo externo e
a tuba auditiva € mais horizontalizada. Estes aspectos fazem com que os ratos
possuam grande incidéncia de otite média. Outra diferenca relevante se refere ao
trajeto do nervo facial, que emerge mais superficialmente e anterorrostral do osso
temporal. Adicionalmente ha diferenca na espessura dos ossiculos na orelha média,
que ficam quase totalmente ocultos no epitimpano e a artéria carétida que passa

entre as cruras do estribo [127].
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1.8 Avaliagao funcional

A deteccgao precoce dos sinais de ototoxicidade em animais habitualmente é
realizada por meio da pesquisa das emissdes otoacusticas. Na ototoxicidade e no
trauma acustico, as emissdes otoacusticas desaparecem antes mesmo dos limiares
auditivos ficarem comprometidos mostrando o importante papel deste método
diagndstico na pratica clinica [123].

As emissdes otoacusticas sdo sons mensurados no conduto auditivo externo
que refletem o movimento das células ciliadas externas no o6rgao de Corti. O
mecanismo pelo qual a coclea produz energia é conhecido como amplificador
coclear, uma vez que ele aumenta o sinal contribuindo para uma melhor audigdo. A
amplificagdo proporcionada por este mecanismo pode chegar a 50dB NPS, no
entanto a energia aferida no conduto auditivo externo € normalmente entre 0 e 15dB
NPS, uma vez que muita energia € perdida na transmissao da céclea para o conduto
auditivo externo [128].

Existem dois tipos de emissbes otoacusticas evocadas amplamente e
utilizadas clinicamente, a transiente (EOAT) e a por produto de distor¢gdo (EOAPD).
As EOAPD sao evocadas por dois tons puros (f1 e f2) apresentados habitualmente
numa intensidade de 55dB NPS e 65dB NPS respectivamente. Uma importante
vantagem das EOAPD sobre as EOAT é a detecgdo precoce de danos as
frequéncias altas, independentemente de sua etiologia, uma vez que as EOAT
avaliam apenas até cerca de 5000Hz enquanto que as EOAPD podem ser aferidas
de 500Hz a 8000Hz e algumas vezes em frequéncias mais elevadas dependendo do
equipamento [128].

O microfone inserido no conduto auditivo externo € capaz de detectar as
emissoes otoacusticas e também qualquer outro som presente. Por intermédio de
algoritmos sofisticados, o equipamento é capaz de diferenciar as emissdes destes
outros sons, confirmando assim sua presenga. Os valores de amplitude das
emissbes sao bastante sensiveis e confiaveis para a avaliagdo de eventuais
modificagdes na fungao coclear decorrente de ototoxicidade e exposi¢ao ao ruido
[123].

E um exame ndo invasivo, rapido e tecnicamente simples [128]. Por n&o ser
doloroso ha necessidade apenas de minima sedagdo para sua realizacdo em

animais, uma vez que é essencial que o animal esteja imével durante a avaliagao.
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Desta forma, ha redugcdo no sofrimento e efeitos colaterais para os animais
estudados. Estas dentre outras razbes fazem com que as EOAPD sejam
amplamente utilizadas em pesquisa em animais, inclusive na espécie utilizada nesta
pesquisa.

O exame, no entanto, apresenta algumas limitacbes. A presenca das
emissdes otoacusticas indica funcionamento normal das células ciliadas externas,
todavia nado fornece nenhuma informacao sobre as células ciliadas internas e o
nervo auditivo. Desta forma, embora seja pouco provavel que haja lesdo destas
regides sem danos preévios as células ciliadas externas, caso este fato ocorra, ndo
seria possivel detectar com este exame [129].

Além disso, alteragdes na orelha média e externa, mesmo que seja uma
infima quantidade de cerume, podem prejudicar a obtengdo das EOAPD. Assim,
uma otoscopia cuidadosa deve sempre ser realizada para excluir problemas nestas

regides [9].

1.9 Justificativa

Na realidade epidemioldgica atual, com o aumento da incidéncia de doencgas
neoplasicas, pesquisas que permitam a melhora da sobrevida dos doentes e menor
morbidade pés-tratamento sdo de extrema importancia para garantia de melhor
qualidade de vida para os pacientes oncologicos.

A cisplatina possui amplo espectro de agao, além de ser barata e efetiva, mas
apresenta inumeros efeitos colaterais e crescente resisténcia. Dentre as agdes
toxicas da cisplatina, a ototoxicidade e a genotoxicidade destacam-se por ainda
limitar, por vezes, a sua utilizagdo. Esta ultima adicionalmente esta envolvida nos
mecanismos de desenvolvimento de resisténcia a droga [59,130,131].

A melatonina, por sua vez, apresenta agao antioxidante ja bem estabecida em
estudos anteriores [73,132,133]. Sua potencial acdo benéfica contra alguns dos
efeitos deletérios da cisplatina ja foi demonstrada em estudos anteriores [83-87],
bem como a atuagéo prevenindo a ototoxicidade de aminoglicosideos [91,92].

Asssim ha relevancia significativa no tema e fundamentagéo tedrica e em
estudos anteriores para utilizagdo da melatonina na tentativa de reduzir a

ototoxicidade e a genotoxicidade da cisplatina.
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1.10 Hipétese

A melatonina possui efeito benéfico na prevencdo da ototoxicidade e da

genotoxicidade da cisplatina.

1.11 Objetivos

Objetivo geral:
Verificar o efeito da melatonina na prevencdo da ototoxicidade e da

genotoxicidade da cisplatina em ratos Wistar.

Objetivos especificos:
Comparar entre ratos tratados com cisplatina com e sem associagao a melatonina:
a) A amplitude das OEAPD
b) Os achados histologicos da orelha interna
c) Os achados histologicos/citologicos da medula 6ssea do fémur
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo e de intervengao, realizado
no Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Otorrinolaringologia (LEPO) e no Nucleo de
Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada da Faculdade de Medicina
(NuPMIA/FM-UnB).

O estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso Animal em 24/02/2015
(UnBDOc n.° 7117/2015) - (ANEXO 1).

2.2 Planejamento

Antes da definicdo dos procedimentos de pesquisa utilizados neste estudo,
foram realizados experimentos pilotos com o objetivo de testar os protocolos de
exame mais adequados para utilizacdo na pesquisa, além de treinamento e
aprimoramento da técnica para obtencdo das EOAPD nos animais estudados.

Em virtude da grande variabilidade individual das EOAPD, visando minimizar
seus efeitos, além da aquisicdo das EOAPD por meio do equipamento ILO 292
(Otodynamics Ltd), todas as medidas foram também realizadas no Otoread
(Interacoustics). Esta dupla afericdo foi necessaria para padronizar a técnica e
validar nosso método.

Além disso, foi necessaria a padronizacdo da melhor forma de disseccéo e
inclusdo na parafina da bula timpanica do animal para obten¢cdo de melhor plano de
corte nas laminas histoloégicas. Houve também definicho da melhor técnica
histolégica visando preservagao celular e minimo artefato nas laminas a serem
estudadas. Esta etapa, realizada com apoio da equipe do NuPMIA, foi essencial
para estabelecer o melhor protocolo de extragao, fixagcao, descalcificacido, incluséo,
microtomia (espessura de corte) e por fim coloragdo das laminas. Nesta fase inicial
foram utilizadas cabecas de animais descartadas em outras pesquisas realizadas no
NuPMIA.

A fim de atingir os objetivos do estudo, a pesquisa foi dividida em duas

etapas. Inicialmente foram realizados os experimentos para avaliagdo da
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ototoxicidade. Em sequéncia foram realizados os procedimentos para avaliagao da

genotoxicidade.

Fases da pesquisa:
= Avaliagdo da Ototoxicidade

= Avaliagdo da Genotoxicidade

2.3 Selegao dos animais

Os animais utilizados nos experimentos foram adquiridos no biotério da
Universidade Federal de Goias apds desmame. Foram obtidas 45 ratas fémeas da
variedade Wistar, adultas jovens, entre 6 e 8 semanas de vida e peso de 150 a
250g.

Destes animais, 33 ratos foram utilizados na primeira etapa do experimento
para avaliagdo da ototoxicidade. Os demais ratos, foram utilizados para o estudo da
genotoxicidade.

Antes do inicio dos experimentos, todos os animais foram examinados pela
meédica veterinaria da Universidade de Brasilia para avaliacdo e sinais de possiveis
alteragdes sistémicas.

2.4 Avaliagao da Ototoxicidade

Os animais foram submetidos a inspe¢ao geral de saude.
Foi realizado também exame de EOADP e otoscopia nos animais sob

sedacgao.

2.4.1 Critérios de exclusao

= Doencas sistémicas diagnosticaveis no exame fisico pela meédica
veterinaria;

= Alteracdo na orelha média e/ou externa que impedisse ou dificultasse a
adequada avaliacdo da funcdo auditiva por meio das EOAPD, tais como,

edema e hiperemia de conduto auditivo externo, tumoracdes ou rolha de
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cerume impactada, sinais de doenca da orelha média, como opacificagéo,
abaulamento e hiperemia de membrana timpanica, ou perfuracdo dessa
membrana;

= EOAPD ausentes em alguma das frequéncias estudadas (2,8; 4,0; 6,0 e
8,0 kHz), antes da administragdo das drogas.

2.4.2 Procedimentos técnicos

No primeiro dia de experimento, para efeito de organizagdo denominado D1,
os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (75 mg/kg) e xilazina (5
mg/kg) para realizagdo de otoscopia, a fim de observar a preservagdo anatdmica
das estruturas da orelha externa e média.

Em seguida, as EOAPD foram obtidas com o equipamento ILO 292
(Otodynamics Ltd) em uma sala silenciosa. Uma caixa com isolamento acustico foi
confeccionada para facilitar a realizacdo dos exames (Figura 9), permitindo a
adequada analise dos parametros obtidos. Foram utilizadas olivas de recém-nascido
que se adaptavam perfeitamente ao conduto auditivo externo do rato. Desta forma,
a sonda foi introduzida no canal auditivo externo dos animais para aquisi¢ao das
emissdes. Como definido no protocolo, o estimulo consistiu em dois tons puros (F1 e
F2; relagdo F1 / F2 = 1,22) a 70 dB NPS. No total, foram analisadas 1.000
aquisicdes. As emissdes otoacusticas resultantes foram avaliadas em 2,8; 4,0; 6,0 e
8,0 kHz.
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Figura 9 — Rato posicionado em caixa com protegéo acustica para realizagdo da EOADP.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Apos consideracao dos aspectos citados nos critérios de exclusao, 12 ratos
foram excluidos desta primeira fase do experimento. A maior parte das exclusdes foi
decorrente de otite média serosa e, consequente, falha no exame de EOAPD. Estes
animais foram direcionados para a segunda etapa da pesquisa.

Os animais utilizados no estudo foram mantidos no alojamento de animais da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, com temperatura ambiente
(25+£3°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e alimentados com ragdo balanceada e

agua potavel ad libitum.

Os animais foram entéo distribuidos aleatoriamente em quatro grupos:

= Grupo 1 (5 animais): Solugdo salina no volume idéntico ao aplicado de
melatonina (diariamente);

» Grupo 2 (5 animais): Melatonina (Sigma-Aldrich 1 mg/kg diariamente);

= Grupo 3 (12 animais): Cisplatina (C-Platin®, laborat6rio Blau contendo

1mg/ml) 10 mg/kg em dose unica no D4 + solug&o salina (diariamente);
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= Grupo 4 (11 animais): Cisplatina (C-Platin®, laborat6rio Blau contendo
1mg/ml) 10 mg/kg em dose unica no D4 + Melatonina (Sigma-Aldrich 1
mg/kg diariamente).

A melatonina foi pesada diariamente em balanca de precisdo e diluida
conforme recomendagao do fabricante. O volume resultante de melatonina foi o
mesmo utilizado de solug&o salina nos grupos 1 e 3.

As solugdes foram aplicadas via intraperitoneal pela pesquisadora com uso de
agulhas e seringas descartaveis apdés imobilizacdo do animal por um auxiliar,
estudante vinculado ao Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica. As
aplicagdes foram iniciadas no primeiro dia da pesquisa (D1) e mantidas diariamente
até o D7.

A cisplatina (C-Platin®, laboratorio Blau contendo 1 mg/ml) foi mantida em
recipiente de vidro escuro em temperatura ambiente de modo que sua formulagéo
fosse conservada. A droga foi diluida em solucédo fisiolégica a 0,9% para que a
solugédo resultante contivesse 0,3% de NaCl, conforme orientagdo do fabricante
presentes na bula. Esta quantidade de ions cloreto é essencial para a manutencao
da estabilidade da cisplatina na solugao intravenosa.

A aplicagao na cisplatina nos grupos 3 e 4 foi realizada em dose unica no D4.
Os animais foram pesados no dia da medicagéo e a dose de cisplatina de 10 mg/kg
calculada de acordo com o peso de cada individuo. Igual volume de solugao salina
foi aplicado nos animais dos grupos 1 e 2.

No D8, realizou-se o exame de EOAPD em todos os animais. Foram mantidas
constantes as condi¢des de teste passiveis de controle, tais como: tamanho de oliva,
numero de apresentagdes e intensidade.

Apoés aquisicdo das EOAPD, os animais foram sedados e sacrificados em
camara com concentracdo de 40% de CO,, resultando em morte pela depressao

excessiva do sistema nervoso central e hipoxia.
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Tabela 1 — Tabela descritiva do experimento.

D1 D2

MELATONINA/ SALINA

CISPLATINA

EOAPD

SACRIFICIO

Fonte: Prépria autora, 2019

2.4.3 Preparacao histolégica

Apo6s serem sacrificados, foi realizada a perfusdo dos animais com 20 ml de
solugéo de formaldeido a 10% via cateter inserido no ventriculo esquerdo e abertura
do atrio direito. A cabecga foi removida e inserida em solugdo do mesmo fixador por
no minimo 12 horas. Apos estas etapas, foi definido e iniciado o protocolo para
obtengdo das secgdes histologicas. Os processos foram determinados apos
realizacdo de pilotos com animais sacrificados em outras pesquisas, cujas bulas
timpanicas nao seriam utilizadas.

Além da cabecga, foram removidos 6rgdos como baco, figado, pulmdes, rins e
medula éssea proveniente do fémur dos ratos.

Protocolo para obtencdo das amostras:

1. Descalcificagdo incompleta por 24 horas (para facilitar o acesso a bula
timpanica) em solugdo de EDTA (0,78 mg / 95 ml de agua corrente)
acrescida com 5 ml de acido nitrico PA.

2. Lavagem em agua corrente por duas horas e posterior abertura da calvaria
na regido mediana com uma tesoura de ponta fina e remog¢ao de 0,5 cm
desta calvaria, retirando todo o encéfalo com o auxilio de uma pinga de
ponta grossa.

3. Colocagao da cabeca em decubito dorsal e delicadamente, tendo como
ponto de referéncia o meato acustico externo, foi removido o tecido

muscular até acessar a bula timpanica (Figura 10)
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Figura 10 — Visdo da cabeca do rato em decubito dorsal com marcacéo
do meato acustico externo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

4. lIdentificagdo do meato acustico direito com um barbante, fio de sutura ou
outro. Remogao da regido anterior da cabeca, preservando no minimo 2
cm de largura das bulas timpanicas (Figura 11).

Figura 11 — Seguimento contendo as duas bulas timpanicas.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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5. Finalizacdo da descalcificacdo por imersdo da peca na solugao
descacificadora descrita previamente por um periodo de quarenta minutos
até duas horas, observando a textura adequada.

6. Lavagem em agua corrente por no minimo uma hora. Posterior lavagem
da peca em trés banhos de agua, totalizando dez minutos em agua
destilada.

Depois de descalcificados, as pecas foram desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol, impregnadas em parafina (60°C), seccionadas e coradas com
corantes de rotina. As imagens foram digitalizadas com auxilio do microscopio
(Axion Vision, Zeiss®) com cémera acoplada e avaliadas por um unico observador
que ndo conhecia a distribuicdo dos grupos (monocego).

Todas as analises de imagem foram realizadas por meio do programa de
edigdo de imagens GIMP (versao 2.10.8).

Foram estudadas as seguintes regides da coclea: ganglio espiral, ganglio
vestibular, estria vascular, ligamento espiral e limbo espiral. De cada animal, foram
selecionadas trés diferentes laminas que estivessem no plano de corte medio-
modiolar e nao apresentassem artefatos significativos como retragdo tecidual,
dobras ou ruptura de membranas.

Durante a analise histolégica, foram analisados o numero de células viaveis
por area pré-estabelecida e o didmetro médio das células a justaposi¢cédo (juncao
entre ceélulas epiteliais). A analise da densidade celular foi realizada pela
quantificacdo dos neurdnios ou células viaveis presentes em uma area determinada
de cada fotomicrografia. Ja o didmetro dos neurdnios foi obtido pela média entre os
didmetros maior e menor de dez células escolhidas randomicamente em cada
secgao histologica analisada.

Para a analise do ganglio espiral e do ganglio vestibular, foi adicionado filtro
gradeado em todas as imagens com quadrados de dimensdes 80 x 80 pixels,
permitindo a delimitacdo da area de ganglio espiral presente em cada
fotomicrografia.

Foi realizada, entdo, a contagem de neurdnios viaveis presentes na regiao
demarcada. A diferenciagdo dos neurbnios viaveis foi feita por critérios de
integridade da membrana e principalmente pelas caracteristicas do nucleo celular,

sua delimitacdo e sua proporcdo em relacdo a célula, determinando se haveria ou
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nao o inicio do processo da apoptose. Desta forma, foi definido o critério da
densidade celular, por meio da razdo entre o numero de células viaveis e a area
estudada. A medida da area foi convertida de pixels para micrbmetros por meio da
medida do tamanho das hemacias presentes na lamina.

Além disso, para cada fotomicrografia, foram selecionados dez neurdnios de
forma aleatdria. Estes neurdnios tiveram seus diametros aferidos utilizando também
como parametro a medida do tamanho das hemacias presentes na lamina.

Ja em relagdo a estria vascular, foram contabilizadas o numero de células
viaveis na estria vascular por meio de critérios semelhantes aos utilizados nos
neurénios dos ganglios. Foi analisada a presenga ou nao de justaposi¢ao celular,
averiguando se os limites entre as células estavam bem estabelecidos e se havia
integridade da membrana celular. Simultaneamente as analises da estria vascular,
foi estudado o parametro de densidade celular também na regido do ligamento
espiral.

A analise do limbo espiral foi realizada por meio da densidade celular da
regido. Os critérios utilizados para contagem de células viaveis foram os mesmos
utilizados nos génglios e também na estria vascular e ligamento espiral, buscando
abranger os 120 quadrados de area, mas respeitando e registrando a area
disponivel para analise em cada fotomicrografia.

2.5 Avaliagao da genotoxicidade

Foram utilizadas doze ratas fémeas da variedade Wistar, obtidas do biotério
da Universidade Federal de Goias, adultas jovens, entre 6 e 8 semanas de vida e
peso de 150 a 250g. Estes animais foram selecionados a partir dos animais
excluidos na etapa anterior da pesquisa, que avaliou a ototoxicidade.

2.5.1 Critérios de exclusao

Doengas sistémicas diagnosticaveis no exame fisico pela médica veterinaria.
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2.5.2 Procedimentos técnicos

Inicialmente, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos:
controle negativo (solugéo salina); controle positivo (cisplatina); e um grupo tratado
concomitantemente com cisplatina (10 mg/kg) e melatonina (1 mg/kg). A melatonina
e a cisplatina foram administradas por via intraperitoneal em dose unica. Apds 48

horas os animais foram eutanasiados com CO,; para a retirada dos fémures.

Os grupos de estudo foram compostos:

=  Grupo A (4 animais): apenas solugao salina;

= Grupo B (4 animais): cisplatina (C-Platin®, laboratorio Blau 1mg/ml) na
dose de 10 mg/kg + solugao salina;

» Grupo C (4 animais): cisplatina (C-Platin®, laboratério Blau 1mg/ml) na
dose de 10 mg/kg + melatonina (Sigma-Aldrich) na dose 1 mg/kg.

Obteve-se a medula éssea lavando os fémures com solugdo salina e depois
homogeneizaram-se suavemente. Todos os espécimes depois de obtidos foram
fixados em solucéo de formol a 10% e depois submetidos ao processamento para a
obtengdo das secgdes histoldgicas. Entdo, os espécimes depois de fixados, foram
desidratados em solugbes com concentragdes crescente de alcool (70%, 80%, 90%
e 3x 100%), diafanizados em xilol por 30 minutos (2 banhos) e impregnados em
parafina a 60 graus (3 banhos) e em seguida emblocados em parafina.

Posteriormente, os espécimes foram seccionados em seccbdes de 5um de
espessura e corados. Para o estudo histopatoldgico as secgdes histoldgicas foram
coradas com hematoxilina e eosina para avaliar possiveis infiltrados inflamatérios,
com Tricromio de Gomori para avaliar a matriz extracelular do tecido conjuntivo.
Depois de coradas as secgdes histologicas foram fotografadas com o microscopio
(Axion Vision, Zeiss®) ou capturadas com o equipamento Aperio ScanScope® e
avaliadas no programa ImageScope version 11.2.0.780 (Aperio Technologies Inc,
Vista, CA, USA) e posteriormente analisadas por um unico observador (200x, 400x e
1000x).

A avaliagdo do efeito protetor da melatonina na toxicidade causada pela
cisplatina aos eritrocitos medulares foi realizada por meio da quantificacdo de
micronucleos e da porcentagem dos eritrécitos policromaticos (EPC).
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Apos preparacao da distensdo celular da medula éssea, fixagao e coloragao,
a contagem das células foi feita por meio de microscopia de luz, em aumento de
1000 vezes. Para a contagem de micronucleos, foram analisados 1000 eritrocitos /
animal e os resultados foram expressos pela frequéncia de micronucleos na
amostra.

Além da frequéncia de micronucleo, que permite inferir sobre a
genotoxicidade, a contagem de eritrocitos policromaticos (EPC, células jovens) e
normocromaticos (ENC) fornece dados sobre a citotoxicidade da amostra. Em
individuos normais, a proporgéo de EPC e ENC em individuos normais gira em torno
de 1:1. Desta forma, foi realizada a contagem de EPC em 1000 eritrocitos para cada
animal e os resultados foram expressos pela porcentagem de EPC obtida por [EPC /
(EPC + ENC)] x 100. A citotoxicidade €& observada quando ha uma reducgéo
significativa da porcentagem de EPC indicando que houve inibicdo da divisdo e

maturagao das células hematopoiéticas, e morte de células tronco.

2.6 Procedimentos analiticos

Na analise dos dados de EOAPD obtidos, a normalidade das variaveis foi
analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Kruskal-Wallis seguido pelo método de
Dunn foi usado para comparar amostras ndo paramétricas de cada grupo no D1 e
D8. O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparar duas amostras ndo normais
pareadas para identificar as diferengas significativas entre D1 e D8. O teste t
pareado (bicaudal) foi usado para comparar 2 amostras normais pareadas para
identificar as diferengas significativas entre D1 e D8.

Para a analise dos dados histologicos, a normalidade foi avaliada pelo teste
Kolmogorov-Smirnov. Considerando a normalidade e a variabilidade das variaveis,
utilizou-se para as multiplas comparagdes o teste de ANOVA seguido pelo método
de Student-Newman-Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis, seguido pelo
meétodo de Dunn (dados ndo parameétricos).

Na analise de genotoxicidade, a normalidade das variaveis foi analisada pelo
teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes entre os grupos foram realizadas por meio
do teste ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para identificar

quais grupos sao significativamente diferentes uns dos outros.
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Todas as analises e a representacao dos resultados foram feitas no programa
Prism 5® software package (GraphPad, USA) e os valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliagao da Ototoxicidade

3.1.1 Avaliagao funcional

Nao houve diferencas nas amplitudes das EOAPD avaliadas no dia 1 entre os
4 grupos, para todas as frequéncias (método Kruskal-Wallis / Dunn; 2,8 kHz, p =
0,194; 4,0 kHz, p = 0,212; 6,0 kHz, p = 0,114; 8,0 kHz p = 0,414).

Na segunda avaliacdo (D8), os valores de amplitude das EOAPD foram
menores no grupo tratado com cisplatina + salina do que no grupo tratado com
salina em todas as frequéncias testadas (método de Kruskal-Wallis/Dunn; 2,8 kHz, p
= 0,011; 4,0 kHz, p = 0,049; 6,0 kHz, p = 0,047; 8,0 kHz, p = 0,030).

Por outro lado, os valores de amplitude das EOAPD nao diferiram entre os
grupos salina e melatonina ou cisplatina + melatonina (Tabela 2).

Na analise pareada, as amplitudes das EOAPD n&o diferiram entre D1 e D8
nos grupos de controle negativo (2,8 kHz p = 0,600; 4,0 kHz p = 0,528; 6,0 kHz p =
0,132; 8 kHz p = 0,688) e no grupo controle-melatonina ( 2,8 kHz p = 0,990; 4,0 kHz
p = 0,825; 6,0 kHz p = 0,260; 8 kHz p = 0,240) em todas as frequéncias testadas
(Figura 12). Além disso, ndo houve diferengas na amplitude das EOAPD obtidas no
D1 e D8 do tratamento no grupo controle (cisplatina + melatonina) em nenhuma
frequéncia (2,8 kHz p = 0,495; 4,0 kHz p = 0,292; 6,0 kHz p = 0,223; 8 kHz p =
0,087) (Figura 12).

Ja no grupo de estudo (cisplatina + salina), as amplitudes das EOAPD foram
significativamente maiores no dia 1 quando comparadas aos valores obtidos no dia
8, em todas as frequéncias (2,8 kHz p = 0,009; 4,0 kHz p = 0,006; 6,0 kHz p = 0,003;
8 kHz p = 0,010) (Figura 12).
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Tabela 2 — Emissao otoacustica por produto de distor¢do (EOAPD, dB NPS) avaliados

no primeiro (D1) e no oitavo (D8) dia em todos os grupos estudados.

Frequéncias

) 2.8 kHz 4.0 kHz 6.0 kHz 8.0 kHz
Grupos (]) D1 D8 D1 D8 D1 D8 D1 D8
Salina 119 117 22.8 23.7 35.5 328 331 332
Melatonina 11.3  11.0 20.1 19.8 31.2 320 309 3238
Cisplatina +
11.8 8.1~ 228 16.8* 33.8 25.6* 33.1 28.6*
Salina
Cisplatina +
114 117 20.0 204 319 295 33.8 293
Melatonina
Fonte: Prépria autora, 2019.
Os dados estdo expressos por medianas. *Valores com diferenca

estatisticamente significante (p < 0.05) em relag&o ao grupo salina.
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Figura 12 — Amplitudes das Emissbes Otoacusticas Produto de Distor¢do no dia 1 (D1) e
no dia (D8).

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

3.1.2 Avaliagao histolégica

a) Ganglio espiral

Em relagdo ao critério da densidade celular do ganglio espiral (Figura 13),
observa-se o grupo melatonina com a maior mediana, de 6,8 células/mm?, seguida
do grupo melatonina com cisplatina, 5,4 células/mm?; do grupo solucédo salina 4,4
células/mm?, e por fim o grupo tratado somente com a cisplatina, com 1,7
células/mm?. Diante disso, ao submeter esses dados perante analise estatistica, foi
observada diferenga significativa entre o grupo cisplatina e os demais grupos, com
valor de p=0,0004.

Em relacdo ao diédmetro celular médio dos neurdnios do ganglio espiral
(Figura 13), foi observado o maior valor no grupo salina, com mediana de 39 pym,
seguido do grupo melatonina, com mediana de 36 pm, do grupo cisplatina com
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melatonina, tendo 34 ym de mediana, e, por fim o grupo cisplatina, com média de 29
Mm. A analise estatistica desses dados demonstrou semelhancas em relacdo aos
dados da densidade, apresentando relevancia estatistica novamente na diferenca
entre grupos cisplatina e os demais grupos, com valor de p<0,0001 (Figura 13).
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Figura 13 — Avaliac&o do génglio espiral. Em A, a densidade de células neuronais viaveis
no ganglio espiral das Idminas dos 4 grupos analisados (solugéo salina, melatonina,
cisplatina e cisplatina com melatonina). Em B, a didametro médio das células neuronais do
ganglio espiral em cada um dos grupos do estudo. As linhas entre as colunas indicam a
presenca de relevancia estatistica significativa entre os grupos. Estao apresentadas as
medianas, quartis, valores maximos e minimos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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Nas fotomicrografias abaixo A e B, controle e melatonina, sdo observados
cortes do ganglio espiral com preservagao total dos neurdnios. Em C observa-se
diminuicdo da densidade celular, assim como o didmetro dos neurdnios. Com a
administracdo diaria da melatonina, os animais tratados com a cisplatina (D)
apresentaram, o ganglio espiral estruturalmente similar ao grupo controle (Figura
14).

Figura 14 — Fotomicrografias do ganglio espiral representativa dos grupos salina (A),
melatonina (B), cisplatina (C) e cisplatina+melatonina (D). Aumento 400x, coloragdo H&E.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

b) Ganglio vestibular

Em relagéo ao critério da densidade celular do ganglio vestibular, observa-se
o grupo melatonina e o grupo salina com a maior mediana, de 1,2 células/mm?,
seguida do grupo melatonina com cisplatina, 0,9 células/mm? e por fim o grupo
tratado somente com a cisplatina, com 0,5 células/mm?. Foi observada diferenca
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significativa entre o grupo cisplatina e o grupo melatonina e entre o grupo cisplatina
e 0 grupo cisplatina com melatonina, com valor de p=0,0001 (Figura 15).

Em relagdo ao diametro celular médio dos neurdnios do ganglio vestibular
(Figura 6), foi observado o maior valor no grupo salina, com mediana de 53 pm,
seguido do grupo melatonina, com mediana de 49 pm, do grupo cisplatina com
melatonina, tendo 43 ym de média, e, por fim o grupo cisplatina, com mediana de 33
um. A analise estatistica desses dados demonstrou relevancia estatistica na
diferenga entre o grupo cisplatina e os demais grupos, com valor de p<0,0001
(Figura 15).
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Figura 15 — Avaliacdo do ganglio vestibular. Em A, a densidade de células neuronais
viaveis no ganglio vestibular das lAminas dos 4 grupos analisados (solugio salina,
melatonina, cisplatina e cisplatina com melatonina). Em B, a didmetro médio das células
neuronais do génglio vestibular em cada um dos grupos do estudo. As linhas entre as
colunas indicam a presenga de relevancia estatistica significativa entre os grupos. Estao
apresentadas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Nas fotomicrografias abaixo A e B, controle e melatonina, sdo observados
cortes do ganglio espiral com preservagao total dos neurénios do ganglio vestibular.
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Em C observa-se diminuicdo da densidade celular com grande alteracdo da
citoarquitetura do ganglio espiral, assim como alteragdo no didmetro dos neurdnios.

Com a administracao diaria da melatonina, os animais tratados com a cisplatina (D)

apresentaram, o ganglio espiral estruturalmente similar ao grupo controle (Figura
16).

v = - LR —— G g e |

Figura 16 — Fotomicrografias do ganglio vestibular representativa dos grupos salina (A),
melatonina (B), cisplatina (C) e cisplatina+melatonina (D). Coloragdo H&E. Barra = 80 um.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

c) Estria vascular

Em relacdo ao critério da densidade celular da estria vascular, observa-se o
grupo melatonina com a maior mediana, de 6,2 células/mm? seguida do grupo
salina 5,4 células/mm?; do grupo cisplatina com melatonina 4,6 células/mm?, e por

fim o grupo tratado somente com a cisplatina, com 2,7 células/mm? Na analise
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estatistica, foi observada diferenca significativa entre o grupo cisplatina e os demais

grupos, com valor de p=0,0001 (Figura 17).
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Figura 17 — Analise da estria vascular. Em A, a densidade de células neuronais viaveis na
estria vascular das Iaminas dos 4 grupos analisados (solugéo salina, melatonina, cisplatina e
cisplatina com melatonina). As linhas entre as colunas indicam a presenca de relevancia
estatistica significativa entre os grupos. Estdo apresentadas as medianas, quartis, valores
maximos e minimos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Nas fotomicrografias, ilustradas conjuntamente com a regido do ligamento
espiral, observa-se em A e B, controle e melatonina, preservagao celular. Em C
observa-se diminuicdo da densidade celular com grande alteragao da citoarquitetura.
Com a administragéo diaria da melatonina, os animais tratados com a cisplatina (D)

apresentaram a estria vascular estruturalmente similar ao grupo controle (Figura 19).
d) Ligamento espiral

Em relagéo ao critério da densidade celular do ligamento espiral, observa-se o
grupo salina com a maior mediana, de 8,2 células/mm?, seguida do grupo cisplatina
com melatonina, 6,9 células/mmz2; do grupo solugdo melatonina 6,7 células/mm?, e
por fim o grupo tratado somente com a cisplatina, com 5,2 células/mm?. Na analise
estatistica, foi observada diferenca significativa entre o grupo cisplatina e os demais

grupos, com valor de p=0,0001 (Figura 18).
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Figura 18 — Analise do ligamento espiral. Em A, a densidade de células neuronais viaveis
no ligamento espiral das laminas dos 4 grupos analisados (solugéo salina, melatonina,
cisplatina e cisplatina com melatonina). Em B, a didametro médio das células neuronais do
géanglio espiral em cada um dos grupos do estudo. As linhas entre as colunas indicam a
presenga de relevancia estatistica significativa entre os grupos. Estao apresentadas as
medianas,
quartis, valores maximos e minimos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Nas fotomicrografias, ilustradas conjuntamente com a regido da estria
vascular, observa-se em A e B, controle e melatonina, preservagao celular. Em C
observa-se diminuicdo da densidade celular com grande alteragao da citoarquitetura.
Com a administragéo diaria da melatonina, os animais tratados com a cisplatina (D)
apresentaram o ligamento espiral estruturalmente similar ao grupo controle (Figura
19).
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Figura 19 — Fotomicrografias da estria vascular e ligamento espiral representativos dos
grupos salina (A), melatonina (B), cisplatina (C) e cisplatina+melatonina (D).
Coloragao H&E. Barra = 30 uym.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

e) Limbo espiral

Em relagdo ao critério da densidade celular do limbo espiral, observa-se o
grupo salina com a maior mediana, de 13,8 células/mm?, seguida do grupo
melatonina 10,8 células/mm?; do grupo cisplatina com melatonina 9,8 células/mm?, e
por fim o grupo tratado somente com a cisplatina, com 7,8 células/mm?. Na analise
estatistica, foi observada diferenga significativa entre o grupo cisplatina e os demais
grupos, com valor de p=0,0001 (Figura 20).
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Figura 20 — Analise do limbo espiral. Em A, a densidade de células neuronais viaveis no
limbo espiral das I&minas dos 4 grupos analisados (solugéo salina, melatonina, cisplatina e
cisplatina com melatonina). As linhas entre as colunas indicam a presenca de relevancia
estatistica significativa entre os grupos. Estao apresentadas as medianas, quartis, valores
maximos e minimos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Nas fotomicrografias, observou-se em A e B, controle e melatonina,
preservagao celular. Em C observa-se diminui¢do da densidade celular com grande
alteracédo da citoarquitetura. Com a administracédo diaria da melatonina, os animais
tratados com a cisplatina (D) apresentaram o limbo espiral estruturalmente similar ao

grupo controle (Figura 21).
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Figura 21 — Fotomicrografias do limbo espiral representativas dos grupos salina (A),
melatonina (B), cisplatina (C) e cisplatina+melatonina (D). Coloragdo H&E. Barra = 50 ym.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

f) Imagens iniciais do Orgao de Corti

Apesar de nao existirem imagens suficientes para comparagdo entre os
grupos estudados, destacam-se algumas imagens do 6rgao de Corti obtidas do
grupo 2 (controle melatonina). Apesar de alguns artefatos, observa-se alguma
preservagao da citoarquitetura (Figuras 22-25).
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Figura 22 — Imagem do ducto coclear com visualizagdo da membrana vestibular, estria
vascular, ligamento espiral, limbo espiral, membrana tectéria, membrana
basilar e 6rgédo de Corti.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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Figura 23 — Imagem do 6rgao de Corti 1.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.



Figura 24 — Imagem do 6rgao de Corti 2.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Figura 25 — Imagem do 6rgéo de Corti com visualizagao das células
ciliadas externas e interna no detalhe.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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3.2 Genotoxicidade

Os resultados, analisados pelo teste ANOVA seguido por Student-Newman-
Keuls, mostraram que a porcentagem de EPC diminuiu nos grupos tratados com
cisplatina (26,1 + 1,1%) e cisplatina + melatonina (32,8 £ 1,7%), quando comparada
ao grupo salina (47,6 £ 3,1%) (p < 0,05). Observou-se maior porcentagem de EPC
no grupo cisplatina + melatonina (32,8 £ 1,7%) do que no grupo cisplatina (26,1
1,1%) (p <0,05) (Figura 26).

O numero de micronucleos (MN) no grupo salina (4,8 £ 0,9 MN / 1000 EPC)
foi bem inferior aos grupos tratados com cisplatina (96,0 £ 19,6 MN / 1000 EPC). No
entanto, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo salina e o
grupo cisplatina + melatonina (22,0 + 5,2 MN / 1000 EPC) (p <0,05). Portanto,
observou-se que 1 mg/kg de melatonina, administrado concomitantemente com
cisplatina (22,0 + 5,2 MN / 1000 EPC), foi capaz de reduzir o numero de
micronucleos em comparagao ao grupo cisplatina (96,0 + 19,6 MN / 1000 EPC) (p
<0,05) (Figura 26).
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Figura 26 — Porcentagem de EPC (A) e nimero de micronucleos (B) de eritrocitos de
medula dssea de ratos (n = 5) apds 48 horas da administragdo de medicamentos.

Os resultados, analisados pela ANOVA seguida por Student-Newman-Keuls, mostraram
que, quando comparados a porcentagem do grupo Salina, o EPC diminuiu nos grupos
Cisplatina e Cisplatina + Melatonina (p <0,05); a porcentagem de EPC no grupo Cisplatina +
Melatonina foi maior que no grupo cisplatina (p <0,05). O MN no grupo Salina foi menor
que a cisplatina (p <0,05); MN do grupo Cisplatina foi maior que o grupo Mel + Cis (p <0,05).
Os dados sao representados por média + DP.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019
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4 DISCUSSAO

A prevencdo dos efeitos colaterais da cisplatina continua sendo um grande
problema para os pacientes que necessitam de tratamentos oncoldgicos. A
ototoxicidade e a genotoxicidade, diferentemente de alguns dos outros efeitos
colaterais, permanecem como fatores limitantes para utilizagdo da droga, sobretudo
em maiores dosagens. Na realidade atual, na qual a resisténcia aos quimioterapicos
€ vista cada vez com maior frequéncia, otimizacdo dos tratamentos com doses mais
elevadas poderiam maximizar os efeitos terapéuticos.

Neste experimento, foi utilizada uma dose diaria de 1 mg/kg durante sete dias.
Diferentemente da maior parte das pesquisas que avaliam os beneficios da
melatonina, optou-se por iniciar a medicagao quatro dias antes da administracédo da
cisplatina na pesquisa para estudo da ototoxicidade na tentativa de aumentar as
reservas organicas de antioxidantes permitindo a utilizagdo de uma menor dose da
medicacao.

A fim de conseguir avaliar a ototoxicidade e genotoxicidade com minimo
sofrimento e perda de animais, definiu-se a utilizacdo de apenas uma dose unica de
cisplatina permitindo a conclusdo do estudo em curto intervalo de tempo. Ha grande
variabilidade de dosagens encontradas na literatura na avaliacdo da ototoxicidade
em dose unica, desde 10 mg/kg a 20 mg/kg [24-29], mas se sabe que a
genotoxicidade é desencadeada mesmo em dosagens mais baixas [30]. Visando
minimizar a mortalidade e sofrimento dos ratos, optou-se por utilizar 10 mg/kg de
cisplatina.

Na avaliagcédo funcional, os resultados obtidos neste experimento mostraram
que a dose unica de cisplatina de 10 mg/kg foi suficiente para reduzir as amplitudes
das EOAPD nos animais, confirmando os dados ja disponiveis na literatura que
descrevem a cisplatina como droga ototdxica. As alteragdes funcionais foram
acompanhadas de lesdes histologicas no ganglio espiral, génglio vestibular, estria
vascular, limbo espiral e ligamento espiral. Ndo houve mortes nos grupos estudados,
permitindo menor sofrimento e utilizagdo de quantidade minima de animais para

atingir os objetivos da pesquisa.
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A via de administracao utilizada para aplicacdo da melatonina e da cisplatina,
bem como da solugdo salina dos grupos controles, foi a intraperitoneal. Esta via foi
efetiva para desencadear a ototoxicidade e a genotoxicidade nos ratos com uso da
cisplatina. E a forma administracéo sistémica de cisplatina vista na maioria dos
experimentos de ototoxicidade em ratos, sobretudo pela facilidade técnica e
seguranga, mas outras vias também poderiam ser utilizadas como venosa,
subcutanea e intramuscular. A melatonina poderia também ter sido administrada por
via oral, mas ha concordancia que quando se opta por vias parenterais, ha maior
segurancga e controle da dosagem oferecida aos animais. Apesar do conhecido risco
de peritonite, n&o foi observado nenhum caso nos experimentos, provavelmente em
virtude da curta duragao da pesquisa [9].

O grupo tratado com cisplatina + melatonina (Grupo 4) apresentou amplitudes
de EOAPD comparaveis as amplitudes dos grupos controle negativo e controle
melatonina (Grupo 1 e Grupo 2 respectivamente), demonstrando seu efeito protetor
na ototoxicidade causada pela cisplatina. Efeito semelhante foi observado quando
avaliamos as contagens de células viaveis nas regides estudadas, bem como o
didmetro neuronal dos ganglios espiral e vestibular.

Observa-se que, a melatonina protegeu contra a ototoxicidade da cisplatina
em ratos em todas as frequéncias estudadas. Vale ressaltar que o efeito foi mais
evidente nas frequéncias 2,8; 4 e 6 kHz do que na de 8kHz, embora o efeito ainda
tenha significancia estatistica nesta frequéncia. Este menor efeito pode ter
acontecido em decorréncia da maior toxicidade classicamente descrita em
frequéncias mais elevadas.

Com relagdo aos efeitos genotoxicos, na analise da porcentagem de EPC,
pode-se observar que a cisplatina nos grupos expostos a droga por 48 horas,
reduziu o numero de eritrocitos jovens, possivelmente em decorréncia de morte de
células tronco por danos citotoxicos. Ja no grupo tratado com cisplatina e
melatonina, o efeito foi menos intenso, evidenciando certa agdo protetora da
melatonina na medula 6ssea dos ratos.

Efeitos protetores de outros agentes antioxidantes administrados
concomitantemente com a cisplatina ja foram previamente sugeridos. Apesar disto,
nenhuma destas drogas sédo utilizadas clinicamente. Uma das razdes para nao haver
droga formalmente indicada para prevengéo da ototoxicidade € que, muitas vezes, a
segurancga para sua utilizagao ainda nao foi efetivamente provada [23,26].
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Qualquer droga potencialmente utii na redugdo dos efeitos colaterais
relacionados a quimioterapia deve ser cuidadosamente avaliada. Aléem de analisar a
toxicidade sistémica da medicacédo, é imprescindivel verificar o grau de interagdo da
substancia em questdo com as drogas utilizadas na quimioterapia e identificar
qualquer possivel efeito negativo no tratamento oncolégico. Uma vez que os
medicamentos utilizados na prevengéo dos efeitos deletérios da cisplatina a principio
devem antagonizar sua ag¢ao, a repercussado da droga nas taxas remissao do tumor
e na sobrevida do paciente deve ser cuidadosamente testada.

A melatonina ja foi testada em diferentes espécies de animais e em diversas
doses, desde concentragdes fisioldgicas a altas concentragdes, para determinar seu
potencial de toxicidade. Nenhum efeito colateral importante foi relatado na literatura
mesmo em altas dosagens. Ha estudos com administragdo de até 100 mg/kg de
melatonina por quilograma de peso corporal em ratos [119] e 250 mg/kg em
camundongos [134], ambos demonstrando segurancga.

Mesmo quando utilizada durante a gravidez em doses de até 200 mg/kg, nao
foi observada toxicidade embrionaria/fetal significativa [120]. Estes dados
demonstram a seguranga ja amplamente estudada para utilizagdo da melatonina. As
observagoes desta pesquisa corroboram com os achados destes estudos anteriores,
uma vez que nenhum efeito adverso foi descrito na dose proposta.

Particularmente em relacdo a ototoxicidade, o grupo exposto apenas a
melatonina, grupo 2, demonstrou achados semelhantes ao grupo controle negativo,
exposto apenas a solugao salina nos parametros detalhados na pesquisa tanto
funcionais quanto histolégicos.

Nota-se, contudo, que algumas das agbes benéficas da melatonina se
contrapdem aos mecanismos de acdo dos quimioterapicos, gerando o temor de
haver um desfecho negativo no combate as células cancerigenas prejudicando o
prognostico dos pacientes. O mesmo receio atinge os demais antioxidantes. No
entanto, no caso da melatonina, estes efeitos ndo parecem afetar as células
cancerigenas, agindo apenas na protegao das células normais.

A melatonina parece ter uma agao benéfica no progndstico dos pacientes com
cancer. A associagao entre a redugao dos niveis de melatonina e a progressao do
tumor sugere que ela pode ser um agente modificador nas células cancerigenas. No
entanto, os mecanismos pelos quais a melatonina pode agir dessa maneira ainda

nao foram completamente elucidados [104].
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Os efeitos da administragdo da melatonina na sobrevida dos pacientes
oncologicos resultam em parte da melhora do estado clinico geral dos pacientes,
uma vez que a administracdo da melatonina simultaneamente aos tratamentos
quimioterapicos reduz significativamente a frequéncia de eventos adversos que
sabidamente aumentam a mortalidade, como trombocitopenia, neurotoxicidade e
cardiotoxicidade [102]. Ademais a melatonina parece ter efeito citotoxico direto em
algumas linhagens de células neoplasicas [52].

Uma das explicacbes para esta acao citotdoxica é que, apesar de
classicamente descrita como um antioxidante, a melatonina pode atuar também
como um agente proé-oxidativo, sendo, portanto, uma molécula moduladora do
estresse oxidativo. Enquanto a inibicdo da proliferagdo das células cancerigenas se
correlaciona com uma diminuicdo nas ERO e aumento das defesas antioxidantes, a
indugcdo da apoptose das células danificadas, seja por infecgdes ou mutagodes,
relaciona-se a um aumento nas ERO intracelulares e diminuicdo das defesas
antioxidantes [106].

Ja foi visto que a melatonina apresenta efeito citotoxico direto em linfécitos
extraidos de pacientes com leucemia linfocitica aguda. Este efeito aparece mesmo
quando a melatonina € utilizada isoladamente sem acréscimo de nenhum
quimioterapico. Quando algum agente antineoplasico € adicionado ao experimento,
a melatonina age de forma sinérgica, ampliando a capacidade de tratamento destas
drogas. Adicionalmente nenhum efeito € observado nos linfécitos saudaveis,
havendo preservagdo da estrutura e viabilidade deles mesmo em concentragbes
elevadas [52].

Varios estudos ja demonstraram beneficio da utilizagdo da melatonina durante
a quimioterapia para tumores solidos [93,103—105,107-109]. A administragao
concomitante da melatonina no tratamento de tumores metastaticos de pulm&o nao
pequenas células e gastrointestinais demonstrou resultar em maiores taxas de
regressado do tumor e maior sobrevida em dois anos [108] bem como melhoria nos
escores de qualidade de vida [114].

Também foram comprovados beneficios da utilizacdo da melatonina nos
tumores de pulmao pequenas células ndo metastaticos na terapia combinada com
cisplatina e etoposideo. Tanto a taxa geral de regressdo do tumor quanto os
resultados de sobrevida em cinco anos foram significativamente maiores em

pacientes tratados concomitantemente com melatonina. Além disso, a quimioterapia
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foi mais bem tolerada [103]. No cancer de pancreas, ha reducéo da viabilidade das
linhagens celulares tumorais [93], assim como se observa beneficio no tratamento
dos tumores colorretais [98].

Gliomas s&o tumores originados no parénquima cerebral. Eles possuem
usualmente mau progndstico com sobrevida média ndo superior a um ano. Visando
o controle de metastases e invasdo local, tem sido sugerida a utilizagdo
concomitante da melatonina, devido aos seus efeitos na redu¢cdo da migragao e
invasdo das células cancerigenas, bem como na inibicdo da ativagcdo das ERO
[96,101].

Ha ainda estudos sugerindo beneficio da utilizagdo da melatonina no
neuroblastoma e em doencas linfoproliferativas [94,97,99]. Em pacientes com cancer
de mama, a associagdo da melatonina ao tamoxifeno resulta em melhor resposta ao
tratamento, maior sobrevida em um ano e redugdo dos niveis de ansiedade e
depressao [95].

Mills et al. [104], em 2005, publicaram a primeira meta-analise avaliando o
impacto da melatonina em varios tipos de cancer. Foi demonstrada melhora
consistente na sobrevida de um ano quando a terapia adjuvante com melatonina era
utilizada em uma variedade de canceres. Destacam-se 0 pequeno Numero
Necessario Tratar (NNT), os poucos eventos adversos relatados e os baixos custos
relacionados a esta intervengao [104].

Wang et al. [100], em 2012, publicaram uma revisdo sistematica e meta-
analise de ensaios clinicos randomizados que avaliaram a eficacia e seguranga da
melatonina utilizada juntamente com quimioterapia ou radioterapia em tumores
sélidos. Na maioria dos estudos, a terapia com melatonina levou a maiores taxas de
remissdo do tumor, melhor sobrevida em um ano e menos efeitos colaterais
relacionados a radioterapia e a quimioterapia, como trombocitopenia,
neurotoxicidade e fadiga.

Assim, parece haver consistentes fundamentacbes na literatura para
utilizacdo da melatonina como adjuvante ao tratamento oncoldgico. Os efeitos
descritos corroboram com os estudos acerca da sua utilizagdo na tentativa de
prevenir alguns dos efeitos deletérios da cisplatina a ainda ha a vantagem de

otimizar o tratamento quimioterapico.
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Desta forma, a melatonina se apresenta como uma opgéo segura e eficaz nos
inumeros estudos com animais e em varios estudos em humanos, como adjuvante
ao tratamento quimioterapico. Os resultados favoraveis obtidos nesta pesquisa na
prevencgao da ototoxicidade e genotoxicidade da cisplatina com a administragao de
melatonina em ratos, juntamente com a seguranca de seu uso durante o tratamento
e o efeito benéfico no progndstico oncoldgico, previamente demonstrado, sugerem
gue a melatonina pode ser uma excelente opcao para a prevencao da toxicidade da
cisplatina.

Analisando-se os efeitos adversos da cisplatina especificamente, a
melatonina pode conferir protegdo contra o dano provocado pelo estresse oxidativo
severo ao tecido renal [84,86]. A melatonina possui a capacidade de sequestrar
radicais livres, bem como de ativar a enzima glutationa peroxidase, protegendo
contra o dano aos rins [10]. Além disso também possui atividade reguladora da
funcao renal [10,85,87]. Kilic et al., em 2013, sugeriram que a melatonina atenua a
nefrotoxicidade induzida pela cisplatina [83].

Assim como a fungéo renal, o sistema reprodutivo é bastante vulneravel a
quimioterapia. Muitas drogas podem levar a infertilidade, a alteragbes na estrutura
ou fungcdo dos o6rgdos, bem como a disfungdes dos hormdnios sexuais [135]. A
melatonina possui efeitos citoprotetores por meio de varios mecanismos, protegendo
o sistema reprodutivo. Além da eliminacdo de radicais livres e da modulagdo de
enzimas antioxidantes, a melatonina tem acédo benéfica na lesdo reprodutiva pela
acao na modulagdo dos hormdnios sexuais [89].

A funcéo testicular € particularmente afetada pela cisplatina. No entanto, o
tratamento combinado com a melatonina foi capaz de prevenir grande parte da
toxicidade testicular em ratos [116]. Ha reducgao significativa no peso corporal e
testicular, na contagem, motilidade e morfologia dos espermatozoides durante o
tratamento com cisplatina. Observa-se ainda decréscimo nos niveis de glutationa e
aumento no nivel de malondialdeido. Quando se associa melatonina ao tratamento,
ha aumento dos niveis de glutationa e da atividade da glutationa peroxidase,
diminuindo o nivel de malondialdeido no tecido testicular. A melatonina ainda
melhora significativamente as alteragdes testiculares histopatologicas [90].

Em relacdo a ototoxicidade, ha evidéncias de que a melatonina parece
proteger contra a lesdo auditiva induzida pela gentamicina e pela amicacina. A
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melatonina foi capaz de melhorar as lesdes cocleares sem interferir na fungéo dos
antibiéticos [92,117].

Neste experimento, a dose de 10 mg/kg de cisplatina foi capaz de
desencadear a ototoxicidade mensuravel pelas EOADP em diferentes frequéncias,
dado com amplo suporte na literatura. A melatonina administrada isoladamente nao
afetou as medidas das EOADP dos animais, 0 que confirmou a seguranga do seu
uso. Quando a melatonina foi administrada precoce e concomitante com a cisplatina,
a ototoxicidade aferida pelas EOADP foi amenizada.

O método de avaliacdo da ototoxicidade, EOADP, é classicamente descrito
como forma de detecgao precoce dos danos as células ciliadas externas, principal
alvo do efeito toxico da cisplatina. Sua realizagcdo em animais esta bem
estabelecida. Particularmente em ratos, EOADP em frequéncias de 1 a 8 kHz ja
foram bem identificadas [23,91,98,117].

O equipamento utilizado nos experimentos, o ILO 292 (Otfodynamics Ltd), &
bastante utilizado em pesquisas cientificas. Seu emprego em experimentos com
animais, particularmente ratos, ja esta bem estabelecido com diversas publicagdes
fortalecendo sua utilizacédo [23,25,69,91,117]. Em relacdo as frequéncias avaliadas
(2.8, 4, 6 e 8KHz), observa-se que na maioria dos estudos citados, as frequéncias
pesquisadas neste experimento foram fidedignas e reprodutiveis.

Sabe-se que 72 horas apos a aplicagado da droga ja € possivel evidenciar os
efeitos ototoxicos [7]. Neste estudo, o tempo de anadlise apos o tratamento com
cisplatina foi de 96 horas, suficientes para demonstrar as lesdes provenientes do uso
da cisplatina. Entretanto, apesar dos efeitos benéficos da melatonina terem sido
claramente demonstrados, n&o se pode garantir que estas agdes serdo mantidas
tardiamente. Porém é notorio que apos 96 horas, ha grande mortalidade dos ratos
expostos ao quimioterapico [9], assim sendo a avaliagao do efeito da melatonina em
longo prazo deve ser preferencialmente realizada com a utilizagdo de outro modelo
animal.

Uma limitagdo da utilizacdo das EOAPD para avaliagdo da ototoxicidade é a
grande variabilidade individual de respostas a ototoxicidade da cisplatina nos ratos.
Consequentemente ha um maior desvio padrdo da amplitude das respostas,
diminuindo o poder dos testes estatisticos. Assim torna-se mais dificil de identificar o
efeitos ototoxicos da cisplatina [8,9]. Apesar desta peculiaridade, foi possivel
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observar redugcdo na amplitude das EOAPD com significancia estatistica no grupo
exposto ao tratamento com cisplatina neste experimento.

Outra limitagdo da EOAPD é que ela avalia basicamente as células ciliadas
externas [128]. Desta forma, lesdes tOxicas que preservassem estas estruturas
poderiam ndo ser identificadas. E conhecido que a cisplatina afeta os nervos
sensoriais periféricos e induz neuropatias periféricas em pacientes, sendo, portanto,
provavel que haja algum efeito sobre o nervo auditivo. No entanto, sabe-se que, na
pratica, a lesao da cisplatina se inicia pelas células ciliadas externas, particularmente
no giro basal da céclea [39], assim, para que haja dano a outras regides cocleares
certamente as células ciliadas externas ja teriam sido afetadas.

Outra particularidade da EOAPD ¢é que este exame nao permite definicdo de
limiar auditivo e, consequentemente, classificacdo da perda auditiva. Desta forma,
apesar do efeito benéfico da melatonina ter sido claramente identificado tanto na
avaliacdo funcional quanto na analise histologica, ndo é possivel quantificar o
tamanho deste efeito na analise da EOAPD.

A avaliagao adicional dos Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Cerebral
(PEATE) certamente enriqueceria o estudo, ja que com este exame €& possivel
determinar limiares auditivos, permitindo a classificacdo das perdas auditivas. No
entanto, apesar de amplamente empregado em estudos com roedores, ndo ha uma
padronizacao técnica do exame para este fim. Ha controvérsia sobre qual onda deve
ser utilizada para se determinar o limiar auditivo e sobre o tipo de estimulo utilizado
(click ou tone burst) [9]. Assim sendo, a realizacdo de tal exame, exigiria, além da
disponibilidade do equipamento no laboratério, um tempo razoavel para definigao do
protocolo de realizagdo do exame e para treinamento da equipe, o que certamente
nao seria possivel para esta tese.

A avaliagdo histolégica da coclea se ateve ao ganglio espiral, géanglio
vestibular, estria vascular, limbo espiral e ligamento espiral. Houve limitacdo da
pesquisa por nao ter realizado o estudo do 6rgdo de Corti e suas células ciliadas,
local sabidamente bastante acometido pela toxicidade da cisplatina. Ressalta-se que
esta foi a primeira pesquisa experimental na area de otorrinolaringologia realizada
na Universidade de Brasilia e desta maneira, o primeiro experimento a fazer analise
histolégica da céclea nesta instituicdo. Assim sendo, todo o protocolo de preparagao
das laminas para analise, desde a extragdo da codclea até a inclusdo e microtomia,

foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa e, embora a avaliagdo das regiées acima
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mencionadas tenha sido bastante satisfatéria, ndo foi possivel obter um numero
minimo de imagens adequadas do 6rgéo de Corti em todos os grupos, impedindo a
analise estatistica dos resultados.

Além das alteragbes classicamente encontradas no 6rgado Corti como perda
de células ciliadas internas e externas, auséncia da membrana tectéria e até
auséncia total do orgdo, sabe-se que a cisplatina provoca extensa perda da
microcitoarquitetura geral da coclea, alteragdes da estria vascular e rarefagdo dos
neurdnios do ganglio espiral com altera¢des celulares como a auséncia de nucleos
[31].

Os estudos histologicos em humanos sao limitados, mas inumeras pesquisas
nos mais diversos modelos animais ja demonstraram que a cisplatina agride
fortemente diferentes segmentos cocleares com seu alto poder citotoxico [22,24,39].
A ototoxicidade da cisplatina demonstrou ter pelo menos trés alvos principais na
céclea: 6rgao de Corti, células do ganglio espiral e parede lateral (estria vascular e
ligamento espiral) [39].

Na analise da regido da parede lateral da coclea, estria vascular e ligamento
espiral, houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo 3 (cisplatina) e
todos os demais grupos, demonstrando que a aplicagdo da melatonina protege
contra os danos gerados pela cisplatina. O mesmo achado se repetiu na regido do
limbo espiral. Particularmente na estria vascular, ha descri¢ado na literatura de lesées
histolégicas reversiveis [39]. No entanto, como o experimento teve curta duragao,
nao foi possivel definir se, em longo prazo, as alteragdes na estria vascular se
perpetuariam.

Além disso, a cisplatina é conhecida por afetar os nervos sensoriais
periféricos e induzir neuropatias periféricas nos pacientes [39]. Assim, danos aos
elementos neurais presentes na coclea e adjacéncias podem ser encontrados. Ha
morte neuronal induzida pela cisplatina e degeneragdo de células ganglionares
demonstradas neste experimento. Tanto no parametro de densidade celular, quanto
no diametro dos neurdnios, a melatonina parece proteger contra os efeitos deletérios
da cisplatina.

Os efeitos tdxicos da cisplatina no ganglio espiral ja sdo bem estabelecidos,
porém, apesar do classico efeito neurotoxico da cisplatina, as lesbes do ganglio

vestibular ndo sdo usualmente descritas. Neste experimento, houve claro dano a
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citoarquitetura do ganglio vestibular com evidente rarefagado dos neurénios. O uso da
melatonina também demostrou beneficios nestas lesdes.

A vestibulotoxicidade da cisplatina é bastante variavel nos estudos [136,137].
Embora possa haver comprometimento da postura, marcha e reflexo vestibulo-
ocular dos animais estudados, as analises histopatolégicas usualmente mostram
preservagao do neuroepitélio do labirinto posterior [42]. Nao era objetivo deste
experimento a avaliacdo das estruturas do labirinto posterior, porém, na analise do
ganglio vestibular, foi demostrada redugdo no numero e diametro de seus neurdnios.
Estas alteragdes poderiam justificar, em parte, os sintomas clinicos descritos por
outros pesquisadores.

Em relagcdo a genotoxicidade, ha muito ja se sabe dos efeitos deletérios da
cisplatina no DNA, gerando alteragbes genbmicas. Quando se fala de dano ao
material genético, destaca-se inicialmente a possibilidade de tumores secundarios
apos a quimioterapia [59]. Particularmente em pacientes pediatricos, estes danos
podem induzir o aparecimento de tumores. As células proliferativas, como as da
medula 6ssea, parecem ser mais suscetiveis. O uso da cisplatina é associado ao
aumento de incidéncia de leucemia [21].

Embora o mecanismo de resisténcia da cisplatina seja complexo, os danos
genotoxicos induzidos pela droga nas células cancerigenas remanescentes
aumentam a heterogeneidade genética do tumor, podendo contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia ao quimioterapico [20,59].

O dano ao material genético observado com o uso da cisplatina e outros
quimioterapicos pode resultar ndo apenas em morte celular, mas também em
mutagbes tanto em células somaticas como germinativas. Desta maneira, a
identificacdo de sinais de genotoxicidade fornece, de forma indireta, a informagao
que a droga possui potencial carcinogénico.

Os efeitos genotoxicos da cisplatina ja foram demonstrados em humanos e
em diferentes espécies animais. A pesquisa da genotoxicidade pode ser realizada
em ceélulas da medula Ossea, linfocitos do sangue periférico, espermatogbnias e
culturas celulares [54]. Neste experimento, foram estudadas as células da medula
Ossea dos ratos.

Os testes mais importantes atualmente aprovados para pesquisa de
genotoxicidade sdo o0 ensaio cometa, o teste para deteccdo de aberragdes
cromossOmicas e a pesquisa de micronucleos [59]. Neste estudo, foi utilizada a
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pesquisa de micronucleos e também a porcentagem de eritrécitos policromaticos
(EPC), cuja reducéo indica inibigdo da divisdo das células hematopoiéticas.

Os eritroblastos ao expelirem seus nucleos, transformando-se em eritrocitos.
Os eritrocitos jovens s&o policromaticos. Micronucleos s&o fragmentos
cromossOmicos cercados por membrana nuclear morfologicamente semelhantes ao
nucleo normal, mas menor em tamanho. Quando se identificam micronucleos neste
tipo celular (EPC), significa que foram formados na mitose anterior, na presenca de
uma substancia mutagénica [61].

Neste estudo, a porcentagem de EPC diminuiu nos grupos tratados com
cisplatina (grupos B e C) quando comparada ao grupo controle negativo (grupo A). E
importante ressaltar, que se notou maior porcentagem de EPC no grupo cisplatina +
melatonina (grupo C) que no grupo cisplatina (grupo B). Tais dados sao indicativos
de toxicidade celular com inibicdo da divisdo e morte celular na medula éssea dos
ratos tratados com cisplatina e demonstram um efeito protetor da aplicagcdo da
melatonina. A redugdo do EPC nos animais submetidos ao tratamento com
cisplatina pode ser explicada tanto pela citotoxicidade direta a células tronco, quanto
pelo dano extenso ao material genético celular culminando com sua morte.

Sabe-se que a cisplatina induz a formacao de micronucleos na medula éssea
de ratos, resultantes do dano ao DNA ocasionados pela droga [54]. Observou-se
que 1 mg/kg de melatonina, administrado concomitantemente com cisplatina (grupo
C) reduziu o numero de micronucleos em comparagado ao grupo medicado apenas
com cisplatina (grupo B). A indugdo de um numero significante de micronucleos por
1000 EPC com a utilizagdo da cisplatina ja foi bem descrita e estabelecida [57].
Nesta pesquisa, foi possivel minimizar a formagdo de micronucleos por meio da
utilizacdo da melatonina.

A melatonina parece proteger as células hematopoiéticas, sendo, portanto,
possivel que efeitos negativos da quimioterapia, como anemia e redugédo da
imunidade celular sejam minimizados com a utilizagdo do medicamento como
adjuvante. Além disso, espera-se que o potencial carcinogénico da cisplatina seja
minimizado.

Este estudo experimental em modelo Wistar corrobora com os dados da
literatura a respeito do efeito ototoxico e genotoxico da cisplatina. Cogita-se que,
aumentando a dose de melatonina, possamos maximizar seu efeito benéfico,

obtendo uma melhor proteg¢ao principalmente nas frequéncias mais altas.
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Houve boa resposta a melatonina também nos parametros histologicos. A
contagem de células viaveis no génglio espiral, ganglio vestibular, estria vascular,
ligamento espiral e limbo espiral no grupo que utilizou a melatonina (grupo 4) foi
comparavel aos grupos controles (grupo 1 e 2). O diametro dos neurdnios dos
ganglios espiral e vestibular foram notadamente reduzidos com o uso da cisplatina
de forma isolada. Ja no grupo que fez uso de cisplatina e melatonina os didmetros
neuronais se compararam aos grupos controles. Todavia, ndo foi possivel analisar
os efeitos da cisplatina e da melatonina no 6rgdo de Corti. Espera-se que o
aprimoramento das técnicas histologicas permita a aquisicdo de melhores Iaminas
em pesquisas futuras.

Quanto a genotoxicidade, ha maior porcentagem de EPC e menor numero de
micronucleos / 1000 EPC nos animais que fizeram o tratamento da cisplatina
associada a melatonina (grupo C) quando os comparamos com o0s ratos que
utilizaram apenas a cisplatina (grupo B).

Os resultados encontrados apontam para a aplicabilidade da melatonina
como adjuvante no tratamento de neoplasias, uma vez que pode diminuir a
ototoxicidade e a genotoxicidade causada pela cisplatina. Realizagdo de estudos a
respeito do uso de melatonina como complemento a quimioterapia em humanos com
o intuito evitar os efeitos colaterais indesejaveis da cisplatina e melhorar a sobrevida

dos doentes é uma meta importante para o futuro.
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5 CONCLUSAO

Em relacdo a ototoxicidade da cisplatina, a melatonina exerce um efeito
protetor, com preservagao histolégica da orelha interna e da amplitude das EOAPD.
Com respeito a genotoxicidade da cisplatina, a melatonina exerce um efeito protetor,
apresentando maior porcentagem de EPC e menor numero de micronucleos na

medula 6ssea.
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Abstract. Background/Aim: Cisplatin is a highly effective
chemotherapeutic agent that is used to treat solid tumors;
however, its severe side effects remain a limitation. In
particular, the high incidence of cisplatin-induced ototoxicity
has attracted interest. Melatonin has been shown to decrease
the toxic effects of cisplatin due to its antioxidant activity, and
could increase the efficacy of cancer chemotherapy. The aim
of this study was to determine the effect of melatonin against
ototoxicity in rats treated with cisplatin. Materials and
Methods: Rats were randomly divided into four groups (saline,
melatonin, cisplatin+saline, and melatonin+cisplatin).
Distortion-product  otoacoustic ~ emission (DPOAE)
measurements were carried out on days 1 and 8. Results:
There was a decrease in DPOAE amplitudes in the animals
that received cisplatin (10 mg/kg); however, the group treated
with cisplatin+melatonin presented DPOAE amplitudes
comparable to those of the control groups. Conclusion:
Melatonin can be used as an adjuvant tumor treatment due to
its ability to decrease cisplatin-induced ototoxicity.

Cancer is currently a leading cause of death in both
economically developed and less developed countries (1).
Moreover, the global trend toward a shift in lifestyle habits
that are known to increase the risk of cancer in less
economically developed countries, comprising 82% of the
world’s population, is expected to lead to an increase in the
number of new cancer cases in the next few years along with
population growth and aging (1).
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Cancer chemotherapy was introduced in the 1940s when
nitrogen mustard was first used in clinical practice. In 1969,
Rosenberg et al. (2) first demonstrated the cytotoxic effect
of cisplatin, and a new class of antitumor agents emerged
(2). Although additional platinum analogues are clinically
applied, cisplatin is still considered the most useful of these
agents based on its versatility, long research history, and
supportive literature (3). Indeed, cisplatin remains a highly
effective chemotherapeutic agent that is widely used to treat
solid tumors, including tumors of the ovary, testis, bladder,
lung, and head and neck (4-6). In particular, cisplatin is one
of the most effective chemotherapeutic agents for pediatric
cancer patients, with an average cure rate of 85% (7, 8).

The mechanism of cisplatin’s antitumor activity essentially
involves the binding of the drug to DNA and non-DNA
targets. The damage induced by the binding of cisplatin to
DNA inhibits DNA replication mechanisms, leading to cell
death through apoptosis and necrosis of tumor cells (9).

In clinical practice, the dose of cisplatin may be limited
owing to its toxic side-effects such as nephrotoxicity,
genotoxicity, neurotoxicity, and ototoxicity, often leading to a
worse prognosis. Moreover, cancer patients, especially
children, have a higher incidence of development of secondary
tumors after cisplatin-based treatments, particularly in the
proliferative organs. This is due to the genotoxic effects of the
drug, which can affect all types of cells in the body and
enhance cancer occurrence, particularly leukemia (10).

Ototoxicity has attracted substantial interest due to its
higher incidence compared to the other side-effects, being
considered the most common dose-limiting side-effect of
cisplatin treatment (4, 6, 7, 11). There is still no proven
effective treatment to prevent, or at least reduce cisplatin-
induced ototoxicity. Although increasing saline hydration and
mannitol diuresis can ameliorate cisplatin nephrotoxicity, these
measures do not have the same effects on ototoxicity (12).

Audiometric studies have indicated an elevation of the
hearing threshold in 75-100% of patients treated with cisplatin
(8). This cisplatin-induced ototoxicity risk can be increased by
certain factors such as younger age in children, larger
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cumulative doses, renal disease, previous hearing loss, and
irradiation of the skull base (13, 14). Although the ototoxicity
usually occurs within hours to days after drug administration,
delayed ototoxicity from cisplatin has also been reported in
children (4). The severity of the ototoxic effect is also positively
correlated to the cumulative dose of cisplatin (15, 16).

Cisplatin-induced ototoxicity begins with damage to the
outer hair cells at the base of the cochlea, resulting in a
predominantly high-frequency hearing loss even at low
doses. As the treatment continues or the dose increases, the
cochlear lesion spreads apically, resulting in additional
hearing loss in the mid-to-high-frequencies (17). In addition,
cisplatin may affect other regions of the cochlea such as the
stria vascularis, spiral ligament, and spiral ganglion (18, 19).

Cochlear tissues from animals receiving ototoxic doses of
cisplatin are depleted of glutathione and antioxidant enzymes
(superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, and
glutathione reductase). Malondialdehyde levels increase, which
is an indicator of lipid peroxidation (13, 20). In 2007, Rybak et
al. (21) reviewed research findings that provide insights into the
mechanism underlying cisplatin ototoxicity. In particular, they
described that the depletion of cochlear antioxidant enzyme
activities may be a result of the direct binding of cisplatin to
essential sulfhydryl groups within the enzymes (21).

Some drugs have been reported to show potential protective
effects against cisplatin ototoxicity. However, some of these
failed in safety assessments and could eventually reduce the
anti-neoplastic activity of cisplatin, which would lead to
disastrous effects for the patient’s prognosis. Thus, there is an
urgent need to identify substances capable of protecting
against the ototoxicity of cisplatin, since this side effect causes
significant morbidity to patients.

Melatonin is widely distributed in animals and has an
uncommonly wide range of functions (22). The production
of melatonin increases during the absence of light and is
maintained at minimal levels in the presence of light, giving
rise to a circadian rhythm imposed by the light/dark cycle
(23). Accordingly, melatonin is also a sleep promoter and
regulator of photoperiod-dependent seasonal reproduction in
some vertebrates (24). In addition, melatonin has direct free
radical-scavenging activity and also regulates gene
transcription of antioxidative enzymes (25). Melatonin also
seems to decrease the toxicity and increase the efficacy of
cancer chemotherapy (26-28).

Although melatonin has already been shown to be effective
against cisplatin-induced nephrotoxicity, testicular toxicity,
oxidative stress, and genotoxicity (29-32), its protective effect
against ototoxicity remains unclear. Considering the antioxidant
effect of melatonin, in this study, we examined its ability to
protect against the ototoxicity in rats treated with a single dose
of cisplatin. To our knowledge, this is the first assessment of
the protective effect of melatonin alone, by systemic
administration, against cisplatin-induced ototoxicity.

2454

Materials and Methods

Animals and study groups. Female Wistar rats (3 months old)
obtained from the University of Goids were used in this study. The
rats were maintained in the biotery, during the experimental phase
under a controlled room temperature of 25+3°C with a 12-h
light/dark cycle, were fed a balanced diet and provided water ad
libitum. All experiments were performed according to the protocol
approved by the Ethics Committee on Animal Use on 02/24/2015
(UnBDOc no. 7117/2015).

Before collecting the data, all the animals underwent otoscopy to
verify the presence of external and middle ear disorders. Only
animals confirmed to have no alterations in the exam were included
in the study. These rats were then randomly divided into four
groups: control saline (n=5), control melatonin (n=5), cisplatin+
saline (n=12), and cisplatin+melatonin (n=10). The saline and
melatonin (1 mg/kg) solutions were administered daily, whereas the
cisplatin solution (10 mg/kg) was administered only on the fourth
day (D4). All solutions were injected intraperitoneally.

Ototoxicity evaluation. Distortion-product otoacoustic emissions
(DPOAE) measurements were carried out for each group on day 1
(D1, i.e., the day of administration) and day 8 (D8) of the trial. Prior
to the assessment, the rats were anesthetized (30 mg/kg of ketamine
hydrochloride and 7 mg/kg of xylazine) and placed in a soundproof
box allocated in a silent room.

DPOAESs were assessed with an ILO292 II (Otodynamics Ltd,
Hatfield, UK). An infant hearing-screening probe was attached to
the external auditory canal. The stimulus consisted of two pure
tones (F1 and F2; F1/F2 ratio=1.22) at 70 dB SPL. In total, a
thousand acquisitions were analyzed. The resulting otoacoustic
emissions were evaluated at 2.8, 4, 6 and 8 kHz. After data
collection, all animals were euthanized with CO, under anesthesia
after conclusion of the experiments.

Statistical analysis. The normality of variables was analyzed by the
Kolmogorov-Smirnov test, and the variance homogeneity was
analyzed by the Bartlet test. Kruskal-Wallis followed by Dunn’s
post-hoc test was used to compare non-parametric samples of each
group on D1 and D8. The Wilcoxon test was used to compare two
dependent non-normal samples to pinpoint the significant
differences between D1 and D8. The paired r-test (two-tailed) was
used to compare two dependent normal samples to pinpoint the
significant differences between D1 and D8. The Prism® Software
Package program (GraphPad, USA, 2005) was used for statistical
analyses and for graphical representations; values of p<0.05 were
considered statistically significant.

Results

There were no differences in DPOAE amplitudes evaluated
on day 1 among the four groups, for all frequencies
(Kruskal-Wallis/Dunn method; 2.8 kHz, p=0.194; 4.0 kHz,
p=0.212; 6.0 kHz, p=0.114; 8.0 kHz, p=0.414). In addition,
at the second evaluation (D8), the DPOAE amplitude values
were lower in the cisplatin+saline treatment group compared
to that of the saline group at all frequencies (Kruskal-
Wallis/Dunn method; 2.8 kHz, p=0.011; 4.0 kHz, p=0.049;
6.0 kHz, p=0.047; 8.0 kHz, p=0.030). However, the DPOAE
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Table 1. Distortion-product otoacoustic emissions (DPOAE, dB SPL) evaluated on the first (D1) and eighth (D8) days in all groups studied.

Evoked frequencies (—) 2.8 kHz 4.0 kHz 6.0 kHz 8.0 kHz
Groups (|) D1 D8 D1 D8 D1 D8 D1 D8
Saline 119 11.7 228 23.7 355 32.8 33.1 332
Melatonin 113 11.0 20.1 19.8 312 320 309 328
Cisplatin+saline 11.8 8.1* 228 16.8* 33.8 25.6% 33.1 28.6%
Cisplatin+melatonin 114 11.7 20.0 204 319 295 33.8 293

Data are expressed as median values. *Values that significantly differ (p<0.05) from those of the saline group.

amplitude values did not differ between the saline and
melatonin or cisplatin+melatonin groups (Table I).

In the pairwise analyses, the means+SD of DPOAE did
not differ between D1 and D8 in either the saline (2.8 kHz
p=0.600; 40 kHz p=0.528; 6.0 kHz p=0.132; 8 kHz
p=0.688) or melatonin (2.8 kHz p=0.990; 4.0 kHz p=0.825;
6.0 kHz p=0.260; 8 kHz p=0.240) groups in all frequencies
tested (Figure 1).

Moreover, there were no differences in DPOAE amplitudes
obtained on D1 and D8 of treatment at 2.8, 4.0, 6.0 and 8.0
kHz in the cisplatin+melatonin group (2.8 kHz p=0.495; 4.0
kHz p=0.292; 6.0 kHz p=0.223; 8 kHz p=0.087) (Figure 1).

However, in the cisplatin+saline group, the DPOAE
amplitudes were significantly higher on day 1 than on day 8,
for all frequencies (2.8 kHz p=0.009; 4.0 kHz p=0.006; 6.0
kHz p=0.003; 8 kHz p=0.010) (Figure 1).

Discussion

The prevention of cisplatin side-effects remains a major
clinical problem to improve, affection the therapeutic
efficacy and quality of life of cancer patients under
treatment. In particular, cisplatin-induced ototoxicity is the
key side-effect contributing to chemotherapy dose reduction
that can compromise the effectiveness of the treatment.
Herein, we confirmed that a single dose of cisplatin
(10 mg/kg) to rats decreased the DPOAE amplitudes; however,
early and concomitant treatment with melatonin resulted in
comparable DPOAE amplitudes to those of the control groups
(saline and melatonin alone) at all frequencies, demonstrating
its ability to protect against cisplatin-induced ototoxicity.
Other antioxidant agents administered in combination with
cisplatin have been also suggested; however, none of these
agents has become part of routine clinical use owing to the
time required to carry out careful safety evaluations of any
drug that is deemed to be potentially useful in reducing
chemotherapy-related side-effects. First, it is essential to
assess the candidate drug’s toxicity and analyze its effects on
cancer treatment. Second, the effects of the drug on tumor
remission and patient survival must be carefully tested.

Melatonin has already been widely tested in different
animal species over a wide range of doses from
physiological to high pharmacologic concentrations to
determine its potential toxicity, and no major unfavorable
effects have been reported, even at high doses. In general,
the doses of melatonin administered in vivo reach up to 100
mg/kg body weight in rats (33) and 250 mg/kg body weight
in mice (34). Even when administered at massive doses (up
to 200 mg/kg body weight) during pregnancy, melatonin did
not induce significant embryo/fetal toxicity (35).
Consistently, we did not observe any side effects of the use
of melatonin at the proposed dose in the present study.

In a study of advance non-small cell lung cancer, patients
treated with melatonin had better health-related quality of
life scores. A great amount of DNA damage marker was
observed in the placebo-treated group, implying the
protective effect of melatonin in healthy cells. However,
melatonin in combination with chemotherapy did not affect
survival and adverse events, maybe because the study has a
limited sample size and a population with potentially poor
prognosis (36). Furthermore, melatonin co-treatment may be
an effective strategy for patients with drug-resistant
colorectal cancer (37).

A meta-analysis published in 2005 demonstrated
consistent improvement in the 1-year survival rate with
melatonin adjunct therapy in a variety of patients with
advanced- stage cancers, with low numbers of serious
adverse events and low cost (38). In 2012, Wang et al. (39)
published an updated meta-analysis of randomized controlled
trials that evaluated the efficacy and safety of melatonin used
concurrently with chemotherapy or radiotherapy for solid
tumors. In most of the included studies, melatonin therapy
led to higher tumor remission; better 1-year survival, and
less radiochemotherapy-related side effects such as thrombo-
cytopenia, neurotoxicity, and fatigue.

Our favorable results demonstrating the prevention of
cisplatin-induced ototoxicity with melatonin administration,
along with its established safety during treatment and beneficial
effect on prognosis, collectively suggest that melatonin may be
an excellent option for the prevention of ototoxicity under
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Figure 1. Distortion product otoacoustic emissions (DPOAE) amplitudes on day 1 (DI) and day 8 (D8).

cisplatin-based regimes. Although the precise mechanism of
these beneficial effects requires further study, it is likely related
to the antioxidant activities of melatonin. It is well known that
cisplatin imposes severe oxidative stress to the renal tissue, and
melatonin has been suggested to protect against this oxidative
damage (40, 41) potentially via its radical scavenging activity,
glutathione peroxidase-activating property, and regulatory
activity of renal function (21, 31, 42). Moreover, Kilic et al.
(43) suggested that melatonin attenuates cisplatin-induced
nephrotoxicity possibly by modulating Nrf2/HO-1 signaling.
The reproductive system is particularly vulnerable to
chemotherapy, as many drugs can cause infertility, changes
in organ structure or function, as well as sexual hormones
dysfunction (44). Melatonin has cytoprotective effects on the
reproductive system (45). In addition to the free radicals
scavenging and antioxidant enzymes modulation, melatonin
ameliorates reproductive injury through modulating sexual
hormones (45). In particular, combined treatment with
melatonin has been shown to greatly prevent the marked
impairment of testicular function caused by cisplatin in rats
(32). In addition, melatonin could significantly improve the
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decrease in body and testicular weight; epididymal sperm
count, motility, and morphology; glutathione peroxidase
activity; and glutathione levels in rats under cisplatin
treatment (29).

Furthermore, melatonin has been reported to show a
protective effect against gentamicin and tobramycin-induced
ototoxicity, which did not interfere with the antibiotic
capacity of these antibiotics (46, 47).

In the present study, 10 mg/kg cisplatin clearly triggered
ototoxicity, as determined by the decrease in DPOAE
amplitudes measured at different frequencies, which was
prevented by co-administration with melatonin. In addition,
administration of melatonin alone did not affect the DPOAE
amplitudes measurements of the animals, confirming its safety.

Although the protective effect of melatonin against
cisplatin-induced ototoxicity in rats was detected at all
frequencies studied, the effect was more evident at the lower
frequencies of 2.8, 4, and 6 kHz than that observed at 8 kHz,
although the effect was still statistically significant. This may
be due to the stronger ototoxic effect that is classically
described at higher frequencies. Thus, it is possible that
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increasing the melatonin dose could help to maximize its
effect, particularly at higher frequencies.

Our results point to the applicability of melatonin as an
adjuvant in carcinoma treatment, since it may decrease the
ototoxicity caused by cisplatin. In addition, our results
should motivate further research to identify the cochlear
structural changes caused by cisplatin and its possible
reversal with different doses of melatonin. The use of
melatonin as an adjuvant in humans to avoid undesirable
side-effects of cisplatin is an important goal for the future.
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