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Resumen

Ciclofosfamida es un citostatico utilizado en es-
quemas de acondicionamiento para trasplante de
médula ésea y en algunos tumores sélidos. Tiene
capacidad para provocar alteraciones en varios sis-
temas organicos entre los que se destaca el siste-
ma estomatognatico. Trabajos previos de nuestro
equipo demostraron un efecto oxidativo y funcional
de esta droga evaluado a través del incremento de
superoéxido dismutasa, acido urico y niveles de glu-
cogeno en glandula submandibular de rata. Por otro
lado, se conoce laacciéon de melatonina como agente
multipropdsito por su capacidad de atenuar altera-
ciones en la estructura y funcién de varios érganos
con alta tasa de actividad funcional y mitosis. En el
presente trabajo evaluamos cambios histolégicos en
conductos y acinos de glandula submandibular de
ratas tratadas con ciclofosfamida, asi como el efecto
protector de melatonina administrada por via exé-
gena. Se utilizaron ratas macho Wistar adultas de
tres meses de edad con peso corporal de 300 a 350
gramos, divididas en cinco grupos experimentales:
1) C: Control, 2) Control y Etanol, 3) Ciclofosfamida,
4) Ciclofosfamida y Melatonina y 5) Melatonina. Se
realizaron cortes histolégicos de glandulas subman-
dibulares y tincion con Hematoxilina/Eosina, donde
se analizaron posibles cambios estructurales en con-
ductos y acinos. Las glandulas de los animales trata-
dos con ciclofosfamida mostraron células acinares
con macrocariosis e hipercromasia, binucleacién
con contornos irregulares, nucléolo bien evidente
y grumos de cromatina perinuclear, respecto de los
grupos controles. Se infiere que la administracion de
melatonina en la dosis ensayada podria atenuar las
alteraciones estructurales de la gldandula submandi-
bular tratada con este agente quimioterapéutico. La
reversion de tales cambios explicaria lareduccién de
efectos antioxidantes y funcionales a nivel glandular
descriptos en nuestro laboratorio.
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Palabras clave: ciclofosfamida; melatonina; glandu-
la submandibular; ratas Wistar (fuente: DeCS BIRE-
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Abstract

Cyclophosphamide is a cytostatic agent used in condi-
tioning regimens for bone marrow transplantation and
in some solid tumors. It has the capacity to induce alte-
rations in several organ systems, particularly the stoma-
tognathic system. Previous studies by our team demons-
trated an oxidative and functional effect of this drug,
assessed through increased superoxide dismutase, uric
acid, and glycogen levels in rat submandibular gland. On
the other hand, melatonin is known for its multipurpose
action due to its capacity to attenuate structural and
functional alterations in several organs with high func-
tional activity and mitotic rates. In the present studly,
we evaluated histological changes in ducts and acini
of the submandibular gland of rats treated with cyclo-
phosphamide, as well as the protective effect of exoge-
nously administered melatonin. Three-month-old adult
male Wistar rats with body weight ranging from 300 to
350 grams, were used and divided into five experimen-
tal groups: 1) C: Control, 2) Control and Ethanol, 3) Cy-
clophosphamide, 4) Cyclophosphamide and Melatonin,
and 5) Melatonin. Histological sections of submandibu-
lar glands were prepared and stained with Hematoxylin/
Eosin, where possible structural changes in ducts and
acini were analyzed. Glands from animals treated with
cyclophosphamide showed acinar cells with macrokar-
yosis and hyperchromasia, binucleation with irregular
contours, prominent nucleoli, and perinuclear chroma-
tin clumps compared to control groups. It is inferred
that melatonin administration at the tested dose could
attenuate the structural alterations of the submandibu-
lar gland treated with this chemotherapeutic agent. The
reversal of such changes would explain the reduction of
antioxidant and functional effects at the glandular level
described in our laboratory.

Key words: cyclophosphamide; melatonin; submandi-
bular gland; Wistar rats (source: MeSH NLM).

Resumo

A ciclofosfamida é um citostdtico utilizado em esque-
mas de condicionamento para transplante de medula
dssea e em alguns tumores sélidos. Tem capacidade
de provocar alteragées em vdrios sistemas organicos,
destacando-se o sistema estomatognatico. Estudos pré-
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vios de nosso grupo demonstraram um efeito oxidativo
e funcional desse fdrmaco, avaliado pelo aumento au-
mento da superéxido dismutase, do dcido urico e dos ni-
veis de glicogénio na glandula submandibular de ratos.
Por outro lado, a a¢do da melatonina é conhecida como
agente multipropdsito por sua capacidade de atenuar
alteracdes na estrutura e funcdo de vdrios 6rgdos com
alta taxa de atividade funcional e mitose. No presente
estudo, avaliamos alteracées histolégicas nos ductos
e dcinos da glandula submandibular de ratos tratados
com ciclofosfamida, bem como o efeito protetor da me-
latonina administrada por via exégena. Utilizaram-se
ratos Wistar machos adultos com trés meses de idade e
peso corporal de 300 a 350 gramas, divididos em cinco
grupos experimentais: 1) C: Controle, 2) Controle e Eta-
nol, 3) Ciclofosfamida; 4) Ciclofosfamida e Melatonina e
5) Melatonina. Foram realizados cortes histolégicos das
gldndulas submandibulares com coloracdo Hematoxili-
na/Eosina, analisando-se possiveis alteracées estrutu-
rais em ductos e dcinos. As gldndulas dos animais trata-
dos com ciclofosfamida apresentaram células acinares
com macrocariose e hipercromasia, binucleacdo com
contornos irregulares, nucléolo proeminente e grumos
de cromatina perinuclear, quando comparadas aos gru-
pos controle. Infere-se que a administracédo de melato-
nina na dose testada poderia atenuar as alteracoes es-
truturais da glandula submandibular tratada com este
agente quimioterapéutico. A reversdo de tais alteracoes
explicaria a reducdo dos efeitos antioxidantes e funcio-
nais em nivel glandular descritos por nosso laboratdrio.

Palavras-chave: ciclofosfamida; melatonina; gldndula
submandibular; ratos Wistar (fonte: DeCS BIREME).

Introduccion

La administracién de drogas oncolégicas en tra-
tamientos por cancer tiene la capacidad de afectar,
ademas de las células tumorales, a los 6rganos y te-
jidos con alta tasa de actividad funcional y mitosis
como la cavidad oral, siendo las glandulas salivales
una de las estructuras mas cominmente involucra-
das. Esto altera la homeostasis del sistema estoma-
tognatico, provocando una reduccién de la calidad
de vida de los pacientes sometidos a tratamiento
oncoldgico especifico.

Nuestro laboratorio informdé oportunamente
alteraciones funcionales en la glandula submandi-
bular de ratas tratadas por accién de ciclofosfamida,
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agente quimioterapéutico cominmente utilizado en
tumores sélidos y en terapias de acondicionamiento
para trasplantes®.

Varios investigadores evaluaron posibles al-
ternativas terapéuticas para minimizar los efectos
adversos de las drogas oncoldégicas como la ciclo-
fosfamida que, dado su alcance no selectivo, puede
alterar diversos sistemas organicos con estructuray
funcionalidad normal. Algunos estudios reportaron
el rol de la melatonina como un agente con capaci-
dad para revertir tales efectos. Melatonina ha sido
identificada inicialmente como una hormona que,
desde el punto de vista bioquimico deriva del trip-
téfano. Este dltimo, se encuentra en la circulaciéon
sistémica el cual, por un mecanismo de oxidacién
y descarboxilacion se convierte en serotonina so-
bre la que actta la enzima N-acetil transferasa que
aumenta durante el periodo de oscuridad transfor-
mandose finalmente en melatonina 2.

Entre sus multiples funciones se describen las
neuroendocrinas asociadas a la reproduccion, al
ritmo circadiano de suefo/vigilia, moduladora del
sistema inmunitario, como reguladora de la funcién
mitocondrial para la produccién de ATP, ademas de
ser considerada como un potente antiinflamatorio®.

Desde el punto de vista filogenético, el cerra-
miento del crdneo en los mamiferos favorecié un
mecanismo complejo de adaptacion multisinaptico,
permitiendo de este modo llevar sefales desde la
retina hasta la glandula pineal para la produccién
nocturna de melatonina, alcanzando su maxima se-
crecion durante la madrugada*>.

Una vez producida la melatonina, pasa a la cir-
culacién cerebral y sistémica. Su vida media es de
treinta minutos en plasma. Circula principalmen-
te asociada a albumina en un 70%, mientras que el
30% restante lo hace en forma libre, pasando a sa-
liva cuya correlacion seria similar a la del plasma. Se
metaboliza en higadoy se elimina por orinaen forma
de 6-sulfatoeximelatonina. A partir de los 40 afios,
comienza areducirse la sintesis de melatonina hasta
un 40%, situacién asociada a los procesos de enve-
jecimiento®’.
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Ademas de la glandula pineal, otros érganos
tienen capacidad para sintetizarla como la retina,
células del sistema inmune, intestino, médula ésea,
ovario, testiculo, cerebro, higado y corazén entre
otros. No obstante, a diferencia de la que se produce
a nivel de la glandula pineal, la melatonina formada
en estos érganos no sale a la circulacion, sino que es
utilizada con fines protectores en el érgano o tejido
que la produce&.

Varios autores demostraron la presencia de me-
latonina en las glandulas salivales mayores tanto en
muestras biolégicas obtenidas de humanos como
en ratas. Anteriormente se creia que la melatoni-
na pasaba por difusion pasiva desde el plasma a las
glandulas salivales. Actualmente se ha identificado
por inmunohistoquimica que las mismas glandulas
salivales al igual que otros tejidos y érganos tienen
potencial para sintetizar y secretar su propia mela-
tonina 711,

En base a estos antecedentes planteamos como
hipdtesis que la administracién exdégena de melato-
nina, sumada a la bateria de antioxidantes produ-
cidos por el propio organismo tendrian capacidad
para minimizar los efectos adversos a nivel estruc-
tural ocasionado por la administraciéon de ciclofos-
famida.

En consecuencia, resulta de especial interés in-
vestigar su comportamiento en un modelo animal
como “antioxidante multipropdsito”, revirtiendo
el dafio en los acinos de la glandula submandibular
producido por accién de ciclofosfamida.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 40 ratas macho adultas cepa Wis-
tar de tres meses de edad, con un peso corporal de
300/350 gramos, ubicadas en jaulas individuales
con agua y comida ad libitum y mantenidas bajo ci-
clos de luz/oscuridad de doce horas.

Grupos experimentales

1) Grupo Control (C) (n: 8) recibi6 bebiday alimen-
tacion ad libitum (sin administracién de melatonina
y ciclofosfamida) durante 12 dias consecutivos.

2) Grupo Control Etanol (E) (n: 8) tratado con eta-
nol al 1% durante 10 dias consecutivos. Los dias 11
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y 12 se les administré ademas una dosis de solucion
salina. El vehiculo para la dilucién de melatonina es
el etanol al 1%. Justificamos la inclusiéon de este gru-
po con el propésito de evidenciar posibles modifica-
ciones respecto de los grupos 4 y 5. En este caso el
grupo 2 seria control del grupo antes mencionado.

3) Grupo Ciclofosfamida (Cf) (n: 8) fue tratado con
etanol al 1%, durante 12 dias consecutivos. Los dias
11y 12 se administraron ademas una dosis de ciclo-
fosfamida (Cf) de 50 mg/Kg de peso corporal.

4) Grupo Melatonina- Ciclofosfamida (MLT-Cf) (n:
8); este grupo recibié una dosis diaria de melatonina
en una concentracién de 5mg/Kg de peso corporal
diluida en etanol al 1% y administrada por via intra-
peritoneal durante 12 dias. Los dias 11y 12 recibie-
ron ademas una dosis de ciclofosfamida (Cf) de 50
mg/Kg de peso corporal.

5) Grupo Melatonina (MLT) (n: 8) tuvo el mismo
tratamiento que el grupo anterior sin administra-
cién de ciclofosfamida. (30,31) Para los grupos expe-
rimentales 3y 4 se utilizé inyectable liofilizado de ci-
clofosfamida, laboratorio Kemex, y principio activo
en polvo fino color casi blanco- crema de melatonina
facilmente soluble en etanol, marca comercial Para-
farm.

Los animales fueron ayunados por espacio de 12
horas antes de ser sacrificadas. Se anestesiaron con
una dosis conjunta de ketaminay xylazina (80y 12,8
mg/Kg respectivamente) extirpandose ambas glan-
dulas submandibulares y parétidas. La eutanasia de
estos fue practicada en condiciones de inconsciencia
mediante dislocacion cervical.Todas las actividades
experimentales se realizaron siguiendo el protocolo
aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad
de Ciencias Médicas y Odontologia de la Universi-
dad Nacional de Cordoba (CICUAL) con fecha 24 de
octubre de 2019.

Las glandulas submandibulares extirpadas se
fijaron en solucién de Bouin, a pH 7,4 e incluyeron
en parafina para obtener cortes histolégicos seria-
dos (entre 5 a 7um) coloreados con la técnica de
Hematoxilina/ Eosina. Las muestras obtenidas se
observaron con microscopia dptica. Las imagenes se
obtuvieron con microscopio Zeiss con objetivos de
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10y 40 aumentos para determinar posibles cambios
estructurales.

Todas las imagenes fueron procesadas mediante
el software Corel Draw. Se obtuvieron datos cuanti-
tativos relacionados con el nimero de acinos y con-
ductos por centimetro cuadrado, area y superficie
de acinos y conductos.

Resultados

Cuantificacion del andlisis estructural a nivel acinar
Los grupos control y control con etanol, (1y 2

respectivamente) evidenciaron un parénquimay es-

troma acinar normal (Figura 1).

Figura 1. Glandula submandibular de rata Wistar macho adulta
control (G1) que evidencia parénquimay estroma acinar normal.
H/E. Objetivo 10x.

El grupo 3, tratado con ciclofosfamida, presentd
células acinares con macro y anisocariosis e hiper-
cromasia nuclear. Al momento de cuantificar dichos
cambios se observé con relacién a la binucleacién,
tres binucleaciones por cada 10 campos de gran au-
mento, en tanto que respecto a macrocariosis y ani-
socariosis se detectaron tres por cada 10 campos de
gran aumento (Figura 2).

El grupo 4, tratado con ciclofosfamida y melatoni-
na, evidencié una atenuacién de tales efectos estructu-
rales observandose dos binucleaciones por 10 campos
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Figura 2. Glandula submandibular de rata Wistar macho adulta
tratada con Ciclofosfamida (G3). Flecha naranja: citoplasmas
vacuolados. Flecha verde: Macrocariosis e hipercromasia. Flecha
roja binucleacion con contornos irregulares. Flecha negra. Nu-
cleo con contornos irregulares, nucleolo bien evidente y grumos
perinucleares de cromatina. H/E. Objetivo 40x.

Figura 3. Glandula submandibular de rata Wistar macho adulta
tratada con Ciclofosfamida y Melatonina por via exdgena (G4).
Flecha negra: Binucleacion aislada. Acinos con ntcleos y cito-
plasmas con minima vacuolizacién. H/E. Objetivo 40x.

Figura 4. Glandula submandibular de rata Wistar macho adulta
tratada con Melatonina por via exdgena (G5). Flecha verde: Pa-
rénquima con caracteristicas estructurales normales. Se sefala
una binucleacién aislada. H/E. Objetivo 40x.
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de gran aumento macrocariosis y anisocariosis, solo
una por cada 10 campos de gran aumento (Figura 3).

Con relacién al grupo 5 tratado solamente con
melatonina, se pudo observar que el parénquima no
tuvo cambios estructurales, preservando las carac-
teristicas de normalidad similares a los grupos con-
trol 1y 2 (Figura 4).

Discusion

La informacién bibliografica sobre los cambios
histolégicos y funcionales de glandula submandibu-
lar por accién de drogas oncoldgicas es escasa. Algu-
nos autores hacen referencia a la exposicién de altas
dosis de ciertas drogas citostaticas como el 5-fluo-
rouracilo y leucovorina célcica, observando altera-
ciones microscépicas relacionadas con evidente in-
flamacion, necrosis glandular e infeccién bacteriana
asociada®?®3,

Con el fin de determinar los diferentes efectos
farmacolégicos de melatonina sobre diversos sis-
temas organicos, se ha probado un amplio rango de
concentraciones a nivel experimental. Por ejemplo,
en ratas las dosis ensayadas fueron de 3 a 200 mg/
kg., sin efectos toxicos de relevancia. En tanto que
en humanos se ensayaron dosis de 1mg hasta 1 gra-
mo de melatonina durante 30 y 90 dias sin efectos
adversos probados 415,

Los cambios informados a nivel histolégico en la
presente investigacion podrian correlacionarse con
los resultados funcionales obtenidos por nuestro
equipo, donde el incremento de la concentraciéon
de superoxido dismutasa, acido urico y niveles de
glucdgeno a nivel experimental actuarian como in-
dicadores del aumento de los procesos oxidativos
y funcionales en estas glandulas salivales causados
por ciclofosfamida®?’.

Se podria inferir que las alteraciones estructura-
les desencadenadas en particular por dicho farmaco
modificarian el patrén secretorio de las mismas. En
un estudio previo de nuestro equipo se evaluaron
los efectos antioxidantes de otros agentes como las
vitaminas C y E con el objetivo de revertir los cam-
bios estructurales y funcionales provocados por la
misma droga?®.
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En un intento por buscar nuevas alternativas te-
rapéuticas que puedan otorgar mayor eficacia fren-
te alos efectos deletéreos de ciclofosfamida, hemos
ensayado a nivel experimental si la melatonina apli-
cada por via exégena en la dosis utilizada tendria ca-
pacidad para revertir las alteraciones estructurales
descriptas.

Desde esta perspectiva, posiblemente la ad-
ministraciéon de esta hormona como coadyuvante
farmacolégico, demuestra que puede minimizar las
alteraciones estructurales observadas en las glan-
dulas submandibulares y, en consecuencia, dismi-
nuir las alteraciones homeodinamicas que producen
tales glandulas en la cavidad oral. En este trabajo, la
administracién de ciclofosfamida afecto tanto a na-
cleos como a nucléolos. La reduccién o ausencia de
atipias celulares en los grupos 4 y 5, podria indicar
gue Melatonina tendria una accién protectora sobre
el parénquima de la glandula submandibular, frente
alaadministracién del citostatico analizado. Por tra-
tarse de una glandula con acinos mixtos, los cambios
fueron mas evidentes en los acinos serosos respecto
de los mucosos.

En base a los resultados obtenidos se puede hi-
potetizar que melatonina tendria capacidad pro-
tectora minimizando o revirtiendo las alteraciones
producidas a nivel estructural, situacién que po-
drian manifestarse en alteraciones funcionales de
las glandulas salivales. En este sentido, la melatoni-
na seria Gtil como coadyuvante en el tratamiento de
determinadas afecciones de la cavidad oral, inclui-
das las complicaciones con asiento en las glandulas
salivales provocadas por tratamientos con drogas
antineopl3asicas.

En concordancia con otros autores, melatoni-
na puede desempefar un papel importante en la
proteccion de la cavidad oral frente al dano tisular
causado por el estrés oxidativo tal como ocurre con
las drogas oncoldgicas. Algunas pruebas experimen-
tales sugieren que la melatonina resultaria Gtil en el
tratamiento de varias enfermedades comunes del
sistema estomatognatico. Sin embargo, se necesitan
estudios mas especificos para ampliar las posibilida-
des terapéuticas a otras enfermedades orales y a las
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originadas por el uso de drogas no selectivas con al-
cance sistémico?’.

A partir de estos hallazgos, se deben profundizar
estos estudios, incrementando la dosis y tiempo de
exposiciéon a ciclofosfamida y melatonina en el mo-
delo animal propuesto. Asi, se podria evaluar con
mayor claridad si el efecto deletéreo de esta dro-
ga sobre la secrecién salival podria ser minimizado
mediante la administracién de melatonina, la que
actuando sobre las glandulas salivales pudiese me-
jorar la eficacia y calidad secretora salival, conside-
rada como factor primordial en el mantenimiento de
numerosas funciones dindmicas del ambiente bucal.

Estas alteraciones que en la actividad clinica han
sido evaluadas por diversos autores a través de sig-
nos y sintomas concatenados tales como xerosto-
mia, hiposialia, disgeusia, incremento de infecciones
bacterianas y fungicas, inflamacién, sangrado gingi-
val y dolor, por accién de citostaticos como el utili-
zado en el presente protocolo, alteran la calidad de
vida de los pacientes oncologicos?%2L.

Si bien el objetivo principal en la clinica oncolégi-
ca es la de reducir o erradicar un determinado tipo
de tumor, las complicaciones orales conducen a una
serie de desérdenes mérbidos en los pacientes tra-
tados, con incremento de gastos intrahospitalarios
y retrasos en el tratamiento de base. Por ello, es
importante seguir investigando desde la actividad
experimental y clinica todas las alternativas farma-
colégicas con capacidad para atenuar tales efectos.
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