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RESUMEN

Objetivo: Validar semiolégicamente un modelo animal de cambios clinicos orofaciales en
ratas tratadas con melatonina sometidas a radiaciéon ionizante en la regién mandibular. Metodologia:
ratas Sprague Dawley fueron sometidas a una sesioén tinica de radiacion de 50 Gy, siendo un grupo
tratado con 50mg/kg de melatonina 30 minutos antes y después de la radiacién mientras que otro
grupo fue tratado con vehiculo (Buffer fosfato salino) como control. De 1, 5 a 6 semanas después,
se evalud la presencia de los cambios clinicos de la mucosa oral postradiacion. Resultados: Ambos
grupos de animales irradiados evidenciaron pérdida de peso en la primera semana postradiacién,
al igual que signos de mucositis, xerostomia y alopecia. Los signos mas graves de mucositis se
presentaron en la primera semana, lo cual se correlaciona directamente con la pérdida de peso;
disminuyendo progresivamente hasta estar ausente al final de la evaluacién. La melatonina tiende
a retardar el desarrollo de la xerostomia, asi como también la alopecia entre los grupos irradiados,
sin embargo no fue estadisticamente significativa. Conclusién: el modelo animal empleado fue
capaz de reproducir lo que ocurre en pacientes sujetos a radioterapia, sugiriéndose como un modelo
predictivo y valido para el estudio de la fisiopatologia de los efectos secundarios causados por
radiacion.
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Semiological and predictive validation of an animal model of orofacial al-

terations induced by radiation

ABSTRACT

Objective: TSemiologically validate an animal model of orofacial clinical changes induced
by radiation in the mandibular region of rats pre-treated with melatonin. Methods: Sprague-Dawley
rats were exposed to a single 50 Gy radiation session; a group of animals received melatonin at a
dose of 50 mg/kg 30 min before and 30 min after the radiation exposure, while another group was
treated with saline (control). The presence of mucosal changes was evaluated 1.5 to 6 weeks after
radiation exposure. Results: both groups of animals displayed weight loss during the first week
after radiation exposure, as well as signs of mucositis, xerostomy and alopecia. The most sever signs
of mucositis were present in the first week, which directly correlates with the weight loss; signs of
mucositis diminished progressively, and were completely absent by the end of the study. Melatonin
showed a tendency to delay the onset of xerostomy, as well as alopecia in the animals exposed to
radiation; this effect, however, was not statistically significant. Conclusion: this animal model was
able to reproduce the clinical manifestations observed in patients subjected to radiotherapy, thus su-
ggesting its usefulness as a predictive model, valid for the study of the physiopathology of adverse

reactions associated with radiation therapy.

Keywords: ionizing radiation, melatonin, alopecia, mucositis, xerostomia.

INTRODUCCION

El cancer de cabeza y cuello esté representado
por un grupo heterogéneo de neoplasias que
comparten un origen anatémico comin y una gran
variedad de alteraciones moleculares capaces de
influir en el comportamiento del tumor. Este tipo
de patologia es la 6 mds comun a nivel mundial,
con un estimado de 633.000 casos y 355.000 muertes
anuales'. La mayorfa de los canceres de cabeza y
cuello surgen en el revestimiento epitelial de la
cavidad oral, la hipofaringe, la laringe y la orofaringe.
Aproximadamente el 50% de todos los canceres
de cabeza y cuello se observan en la cavidad oral,
siendo el carcinoma de células escamosas el tipo
mas frecuente, al representar aproximadamente
el 90% de todos los canceres de cabeza y cuello?. El
tratamiento para cancer de cabeza y cuello involucra
terapias generalmente multimodalicas, como cirugia,
quimioterapia, radioterapia o una combinaciéon de
quimio y radioterapia®*. La radioterapia (RT) se ha
utilizado ampliamente como tratamiento primario
y adyuvante, y a pesar de sus indudables efectos
curativos, se observan algunos efectos secundarios

como consecuencia de la produccién de radicales
libres y especies reactivas de oxigeno (ERO)? estos
efectos se pueden dividir en agudos y tardios, siendo
los agudos aquellos que se manifiestan durante
o inmediatamente tras el tratamiento, como por
ejemplo, mucositis, candidiasis, disgeusia, xerostomia
y halitosis; mientras que, los tardios como los que se
desarrollan meses o afios tras el mismo, incluyen caries
por radiacién, osteorradionecrosis (ORN), necrosis
de tejidos blandos, pérdida de soporte periodontal y
trismo®”.

En este sentido, los mecanismos por los cuales
se induce la mucositis oral y la xerostomia en pacientes
sometidos a radiacién, estan relacionados con los
radicales libres o la generaciéon de ERO las cuales
causan dafios colaterales en el tejido de la cavidad
oral sano, incluidas las glandulas salivales. Por otra
parte, la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina)
se considera una hormona y es sintetizada por
la glandula pineal de mamiferos, gldndula de
Harder, el tracto gastrointestinal, los testiculos y
los linfocitos #'°. La melatonina (MLT), tiene efectos
tanto inmunomoduladores y anti-inflamatorios como
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antitumorales'. Es el elemento principal del sistema
de defensa contra especies reactivas de nitrégeno y
de ERO™ . La MLT y sus metabolitos son potentes
antioxidantes, ya que son capaces de reducir el estrés
oxidativo por varios mecanismos, directamente como
capturador de radicales libres, por desintoxicaciéon
de oxidantes altamente reactivos con la donacién de
un electrén, mejorando la homeostasis mitocondrial
y la regulacion de genes mediante el aumento de la
expresion de enzimas antioxidantes endégenas (como
la catalasa, la superéxido dismutasa y la glutation
peroxidasa), ademas de la supresién de enzimas pro-
oxidantes, protegiendo de esta manera el tejido sano
en contacto con los radicales libres producto de la
radiacion'>®.
Actualmente, no existe un tratamiento
adecuado para prevenir las alteraciones inducidas
por radiaciones. Por lo tanto, es necesario desarrollar
modelos animales que emulen los cambios clinicos
observados en los humanos y que permitan evaluar
agentes farmacolégicos para tratar o prevenir
los efectos adversos de las radiaciones. De esta
manera, en este estudio se identificaron los cambios
macroscopicos de las partes blandas en ratas
sometidas a radiacion y se compararon con los
observados en pacientes sometidos a radioterapia
de cabeza y cuello. Por otro lado, se validé el poder
predictivo del modelo evaluando el efecto preventivo
del tratamiento con melatonina. Se escogi6 la
melatonina porque recientemente se ha comenzado a
estudiar la posibilidad de utilizarla como tratamiento
antioxidante y radioprotector en pacientes oncolégicos
17, para de esta manera reducir los efectos secundarios
producidos tanto por quimio como radioterapia.

METODOLOGIHA:

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley, de
300-350 gramos, suministrados por el Bioterio de la
Universidad de los Andes, (ULA, Mérida), los cuales
fueron manipulados segin las pautas de bioética
de la guia internacional para el cuidado y uso de

animales de laboratorio. Los animales se mantuvieron
enjaulados individualmente. La temperatura del
cuarto se mantuvo a 24-26 oC y se garantizaron
cambios/hora del aire del cuarto. La humedad se
regulé y los ciclos de luz/ oscuridad tuvieron duracién
de 12 horas, respectivamente. El agua y el alimento
fueron suministrados ad libitum y los experimentos
se realizaron durante el periodo de luz. El modelo
experimental tuvo una duracién de 6 semanas y los
animales fueron sacrificados por medio de anestesia
profunda, mediante la combinacién de ketamina y

xilacina.

Grupos experimentales:

Los animales se dividieron en 3 grupos
experimentales: Control negativo (PBS, n=6); animales
que no fueron sometido a radioterapia (no expuestos)
y que se inyectaron con buffer fosfato salino (PBS)
via intraperitoneal (i.p.). Control positivo (RT-PBS,
n=6); animales que fueron sometidos a radioterapia
(RT), y que se inyectaron con PBS via i.p. media hora
antes de ser sometidos a la prueba. Grupo tratado con
MLT (RT-MLT n=6); animales que fueron expuestos
al protocolo de radiacién, los cuales recibieron pre-
tratamiento con 50 mg/Kg de MLT® via ip. 30
minutos antes y después de la sesién de radioterapia.

Protocolo de radiacién:

Los animales fueron anestesiados con 10%
de ketamina y 2% de xilacina en una proporcion
50/5 mg/kg por via i.p. Para el procedimiento de
radiacién, se empleé una como irradiador bomba
de Cobalto-60 (Servicio de Radioterapia y Medicina
Nuclear del Servicio Auténomo Hospital Universitario
de Maracaibo (SAHUM); marca INVAP, modelo
TERADI-80), ya que permite planificar la irradiacion
de forma mas sencilla y eficaz, que consistié en una
tnica dosis de 50 Gy, administrada a una tasa de 1.66
Gy/min, para un tiempo de exposicién aproximado
de 30 minutos, ya que de esta manera se garantiza
una sesion exitosa acorde al tiempo de duraciéon
de la anestesia. Los animales fueron ubicados en el
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borde de un campo de radiaciéon de tamafio 30x30
cm?, exponiendo sélo la mandibula inferior de cada
uno’, aislando la mandibula superior con bloques de
plomo y el resto del cuerpo quedé fuera del campo de

radiacion.

Tratamiento con melatonina:

Los animales pertenecientes al grupo RT-
MLT, recibieron 50 mg/kg de melatonina (Sigma;
EEUU)* 30 minutos antes y después de la sesion de
radioterapia.

Evaluacion clinica:

Como pare de la evaluacion, se tomo el peso
corporal de los aminales antes de realizar la valoraciéon
clinica en las 1%, 3 y 6 semanas post-radiacion, para
lo cual los animales fueron anestesiados con 10% de
ketamina y 2% de xilacina en una proporcion 50/5
mg/kg por via i.p. Una vez anestesiados, se examiné
toda la mucosa bucal de los animales con ayuda de
una espatula, buscando signos evidentes de lesiones
asociadas a mucositis, xerostomia asi como la alopecia
o pérdida de cabello. La xerostomia se determiné
utilizando la variable presente/ausente, mientras
que la severidad de la mucositis se evalu6é tomando
en cuenta la escala propuesta por Parkins y col.”
(Tabla 1). El grado de alopecia se expresé mediante la
siguiente escala cualitativa: 0= ausencia; 1= alopecia
parcial; 2= alopecia total.

Analisis estadistico:

Para determinar la variacién del peso corporal
de los animales, se utilizé6 un analisis de ANOVA
de dos vias. Los resultados fueron expresados como
promedio + desviacion estdndar, mientras que para
el analisis de los datos clinicos, se realizé un anélisis
de estadistica descriptiva, expresando los resultados
en porcentajes, asi como se realiz6 la prueba de Mann
Witney para establecer diferencias entre los grupos
estudiados. Se estim¢ el coeficiente de correlacién de
Spearman para establecer si existia asociacion entre

las variables clinicas peso, mucositis y xerostomia.

Tabla 1. Escala de grados de mucositis en animales.

ESCALA MUCOSITIS
0 Normal
0.5 Ligeramente rosada
Ligeramente roja
Severamente roja
Descamacion focal

Exudacion en menos de
la mitad de la mucosa

5 Ulceracion completa de
la mucosa

AIWIN|=

Fuente: Parkins et al. 1983

Se considerd un valor de significancia estadistica un
valor de p< 0,05.

RESULTADOS:
Variacién del peso:

El peso de los animales irradiados disminuy6
en la primera semana y media, luego de la radiacién,
los animales recuperaron su peso corporal a medida
que avanzaron los dias, superando el peso inicial a
la 6ta semana postradiacion. El peso inicial de los
animales pertenecientes al grupo RT-PBS fue de 335
+ 17 gr., el cual disminuy6 en un 8,7 % a la semana
y media después de la sesion de radioterapia y fue
aumentando progresivamente, hasta representar un
aumento del 2,6 % con respecto al peso inicial. Por
otro lado, el peso inicial del grupo RT-MLT fue de 335
+ 20, el cual disminuy6 en la primera semana en un 11
% y luego se fue incrementando hasta aumentar un
3,2 % con respecto al peso inicial. El grupo PBS (sin
irradiacion) inicio el protocolo de experimentacién con
un peso de 304 + 21 gr, el cual fue subiendo a medida
que avanz6 el ensayo hasta alcanzar un aumento del
54% con respecto al peso inicial (Figura 1). Hubo
una interaccién estadisticamente significativa (p=
0,0009) entre el tratamiento (radiacién) y peso del
animal, sugiriendo que la pérdida de peso durante la
primera semana después de la radiacién fue diferente
en cada grupo (p< 0,0001); especificamente esta tuvo
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Figura 1. Representacion gréfica del peso en gramos
de ratas Sprague Dawley sometidas a una sesion
unica de radiacion ionizante. Valores expresados
como promedio + desviacion estandar del peso antes
de la radiacidn, al inicio, semana y media, 3 semanas
y 6 semanas después de la radiacion. Interaccion
significativa entre las semanas de evaluacién con
respecto a los grupos experimentales (ANOVA de 2
vias; F 3,42; p= 0,0009). Resultados obtenidos de al
menos 5 animales.

una tendencia a ser mayor en los animales que no
recibieron tratamiento con MLT.

Caracteristicas clinicas:

En los tiempos en los que fueron evaluados
los animales, no se observaron fracturas, ni perdida
de crecimiento en los dientes incisivos. Sin embargo,
un animal del grupo RT-PBS murié en la primera
semana después de la radiaciéon. Asi mismo, todos
los animales que fueron irradiados presentaron
unos de los signos mas frecuentes que se evidencian
en los pacientes con cancer de cabeza y cuello que
son sometidos a radiacién, como lo son mucositis y
xerostomia, dichos animales también presentaron
alopecia en la zona irradiada (Figura 2). La mucositis
se midi6 en una escala ordinal desde ausente (grado
cero) hasta ulceracion completa de la mucosa oral
(grado cinco). En la primera semana y media de
evaluacion postradiacion, el 60 % de los animales
irradiados controles (grupo RT-PBS) exhibieron entre
grado 1 y 3 de mucositis mientras que el otro 40%

RT-MLT

RT-PBS

PBS

Figura 2. Fotografias de ratas Sprague Dawley luego de
irradiacion de la regién mandibular y simulacion de la
misma. La tltima fila muestra la mucosa oral normal de
una animal control tratado con PBS y sin irradiacion.
En las filas superiores, se observa la presencia de
pseudomembranas blanquecinas (flechas) en ambos
grupos irradiados tratados con melatonina o PBS (RT-
MLT y RT-PBS), y la disminucién de las mismas en la
tercera semana postradiacion hastala total desaparicion
al final del protocolo (sexta semana). Del mismo
modo, se observa la aparicion de alopecia (asteriscos)
a lo largo del protocolo de experimentacién. Notese
que en los animales irradiados tratados con MLT, la
alopecia aparece forma retardada (a las 3 semanas)
respecto aquellos tratados con PBS, en quienes aparece
a la semana y media.

presentd un grado 4; la tercera semana, los signos
de mucositis disminuyeron y para la sexta semana
no se observaron en ninguno de los animales. Un
comportamiento similar, tuvo el grupo RT-MLT para
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la primera semana de evaluacion, donde el 50 % delos ~ pertenecientes a los grupos irradiados (RT-PBS +
animales presentaron entre grado 1 y 3 de mucositis =~ RT-MLT) con respecto al grado de mucositis, lo que
mientras que el otro 50% presento¢ grado 4 y 5; para  indica que cuando el grado de mucositis es mayor, el
la tercera semana, al igual que el grupo control, los  peso de los animales disminuye (figura 4).

grados de mucositis disminuyeron, estando ausentes En cuanto a la xerostomia, la misma estuvo
por completo a la sexta semana postradiaciéon. El ~ presente en el 40% de los animales pertenecientes al
grupo no irradiado no presento mucositis en ninguno grupo RT-PBS en la primera semana postradiacion,
de los dias de evaluacién (figura 3 A). Se evidenci6  mientras que en el grupo RT-MLT, se observé la
una correlaciéon negativa significativa (r= - 0,7158; presencia de la misma en un 50% de los animales. En
p= 0,0115, N= 12) entre el peso de los animales el transcurrir de la evaluacién, el porcentaje de los
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Figura 3. Representacion grafica del efecto de la melatonina (n= 6) sobre la region orofacial de animales irradiados
(n=5). La grafica A muestra el nimero de animales que presenté mucositis en grados del 0 al 5 (eje delas Y) semana
y media postradiacion, hasta el final del protocolo (eje de las X); al final de la grafica se muestra el comportamiento
global de cada grupo (TOTAL). No se observaron diferencias significativas al comparar los grupos irradiados (p=
0,6101). La grafica B muestra el nimero de animales irradiados que presentaron o no xerostomia (eje delas Y) luego
de la radiacion y a lo largo de la evaluacion (eje de las X); al final de la grafica se muestra el comportamiento global
de los grupos irradiados, que aun cuando no hubo diferencias significativas (p= 0,7319) se observa una tendencia
hacia la prevencién de la xerostomia por parte de la melatonina. La grafica C muestra el nimero de animales con
alopecia parcial, total, o ausencia de la misma (eje de las Y) luego de la sesion de radioterapia y a lo largo de la
evaluacion (eje de las X); al final de la grafica se muestra el comportamiento global de los animales irradiados,
donde no se observaron diferencias significativas (p= 0,4038), sin embargo se observa que la melatonina tiende a
prevenir el desarrollo de alopecia de los animales irradiados. MannWhitney test con un valor de significancia de
p= 0,05.
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animales con xerostomia en el grupo sin tratamiento
aumento al 100%, mientras que en el grupo tratado
con melatonina solo estuvo presente en el 83,3% de
los animales. Para el final del protocolo, la xerostomia
en el grupo RT-PBS disminuyé al 20%, mientras
que en el grupo RT-MLT, ninguno evidencié signos
de xerostomia. El grupo control (sin irradiacién)
no presenté xerostomia en ninguno de los dias de
la evaluaciéon (figura 3 B). No hubo correlacion
significativa al comparar la presencia/ausencia de
xerostomia con el peso de los animales de ambos
grupos irradiados en la primera semana y media
postradiacion.

Hubo alopecia parcial y total en el 60% y 40%
respectivamente, de los animales del grupo control
RT-PBS. Por su parte, en el grupo RT-MLT, la alopecia
estuvo presente de forma parcial en el 83,7% mientras
queel 16,7% delos animales no tuvo signos de alopecia
en la primera semana. Para la tercera semana el 100%
de los animales controles RT-PBS present6 alopecia
total mientras que sélo el 66,7% de los animales del
grupo RT-MLT presentaron alopecia total y el 33,3%
evidenciaron alopecia parcial. Finalmente, a las 6
semanas postradiacion, el 100% de los animales
pertenecientes a los 2 grupos experimentales
evidenciaron alopecia parcial. El grupo PBS, no
presento signos de alopecia en ninguno de los dias de

evaluacion (figura 3 C).

Discusion

Los resultados de este trabajo, demuestran que
el peso corporal los animales irradiados disminuy® la
primera semana postradiacién, debido a la presencia
de mucositis, sin embargo, hubo recuperacion del peso
de forma progresiva, hasta sobrepasar el peso inicial
al final del protocolo experimental. De igual manera,
dichos animales presentaron signos clinicos de
mucositis a diferentes grados, xerostomia y alopecia,
los cuales se evidenciaron de forma mas marcada en
las primeras semanas de evaluacién y disminucion
de las mismas al final del ensayo, observdndose una

tendencia de prevenciéon tanto de xerostomia, como
de alopecia en los animales tratados con melatonina.

En este sentido, cuando los pacientes
con cancer de cabeza y cuello son sometidos a
radioterapia, pueden desarrollar diversas afecciones,
siendo las principales mucositis y xerostomia®.
Dichas afecciones causan en estos pacientes molestias
que afectan su calidad de vida, como por ejemplo
dificultad de ingesta, masticacién y deglucion de
los alimentos, trayendo como consecuencia pérdida
de peso?. En este estudio, se evidencié que en los
animales irradiados disminuyo el peso corporal en
las primeras semanas posteriores a la radiacién, lo
que se interrelaciono con la severidad de los signos de
mucositis que desarrollaron los animales, sugiriendo
que el desarrollo de estas manifestaciones afect6
indudablemente su capacidad de ingesta de alimentos,
generando pérdida de peso, el cual se fue recuperando
a medida que avanzé el tiempo del protocolo
experimental y por la disminucién concomitante de
la mucositis, logrando una compensacién positiva del
peso corporal. Estos resultados concuerdan con un
estudio realizado en ratas sometidas a braquiterapia,
donde los animales presentaron una pérdida
significativa de peso en comparacién con el grupo no
irradiado los primeros dias posteriores a la radiacion
y que se recuperd a lo largo del experimento®.

Tal como se observa en los pacientes que
reciben radiacion en la region oro-facial, los animales
utilizados en este trabajo desarrollaron caracteristicas
clinicas como mucositis, alopecia y xerostomia,
las cuales se revirtieron en su severidad al final del
protocolo, esto se puede explicar por el hecho de que
algunos tejidos son més radiorresistentes que otros
a la exposicion de la radiacién®, recuperandose mas
rapido y a menores dosis: por ejemplo, las células
del tejido sano tienen una mejor capacidad de
recuperacion post-radiacion que las células tumorales;
en este sentido, los animales de este estudio, al ser
sometidos a una dosis tnica de radiacion, el tejido de
la region mandibular tiene la capacidad de reparar el
dafio causado por la radiacién y recuperarse del
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