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RESUMO

Introducgao: A melatonina representa uma promissora substancia antioxidante capaz
de minimizar os efeitos da perda auditiva induzida por ototoxicos. Estudos
experimentais in vivo tem sido realizado para testar a otoprote¢cdo da melatonina.
Objetivo: Analisar a eficacia otoprotetora da melatonina por meio de uma revisao
sistematica de estudos experimentais em roedores Métodos: Foram encontrados 154
artigos em quatro bases de dados. A estratégia PICOS (Populagao, Intervencgao;
Comparacao e Desfecho) foi usada para definir os critérios de elegibilidade. Os
estudos que atenderam aos critérios de inclusao para a segunda etapa foram incluidos
em uma sintese qualitativa e cada tipo de estudo foi analisado pela ferramenta de
risco de viés SYRCLE’s RoB e o check list da Camarades. Resultados: Sete artigos
foram selecionados e desses, quatro elegiveis para participar da metanalise. Foi
possivel obter sete desfechos de acordo com as frequéncias auditivas em comum
apresentadas entre os estudos, considerando o minimo de trés frequéncias comuns.
Os desfechos analisados foram para as frequéncias de 1500, 2000, 3000, 4000,5000,
6000 e 8000Hz. Conclusao: O pequeno numero de estudos avaliados trouxe
resultados consistentes nas frequéncias mais altas. As evidencias ainda sio pré
clinicas. No entanto, estudos pré-clinicos, “in vivo” extensivos sdo necessarios para
garantir que esses efeitos benéficos tenham sido abordados antes dos ensaios

clinicos transacionados.

Palavras Chave: melatonina, roedores,agentes ototéxicos, otoprotecao.



ABSTRACT

Melatonin is a promising antioxidant substance that can minimize the effects of
ototoxicity-induced hearing loss. In vivo experimental studies have been performed to
test the otoprotective efficacy of melatonin. Objective: To analyze the otoprotective
efficacy of melatonin by systematic review of experimental studies with rodents.
Methods: Altogether, 154 articles were found in four databases. The PICOS strategy
(Population, Intervention, Comparison, and Outcome) was used to define the eligibility
criteria. Studies that met the inclusion criteria for the second step were included in a
qualitative synthesis. Each study type was analyzed with the SYRCLE’s RoB criteria
and Camarades check list. Results: Seven articles were selected, and four were
included in the meta-analysis. /It was possible to obtain seven outcomes according to
the standard auditory frequencies presented among the studies, considering a
minimum of three standard frequencies. The outcomes analyzed were for the
frequencies of 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, and 8000 Hz. Conclusion: s.
Despite the limited number of studies that were evaluated, the results appeared
consistent in higher frequencies. However, the methodology of the available studies
did not meet the necessary methodological rigor that promotes the safe replicability of
these studies. The evidence is still preclinical. However, extensive preclinical, in vivo
studies are needed to ensure these beneficial effects have been addressed prior to

translated clinical trials.

Keywords: melatonin, rodents, ototoxic agents, otoprotection
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1 INTRODUGAO

A deficiéncia auditiva é caracterizada por uma alteracao neurossensorial ou
condutiva que pode variar de grau leve até profundo. Dados da Organizagao Mundial
de Saude (OMS), demonstram que 10% da populagdo mundial € atingida por essa
condigcdo. Existe uma previsdo de que cerca de 2,5 bilhdes de pessoas tera algum
grau de perda auditiva em 2050[1].

No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 5%
da populacédo apresentam perda auditiva, dos quais 2.7 milhdes sdo portadores de
perda auditiva profunda[2] [3].

A surdez esta presente na vida dos individuos ha milhares de anos. Na
antiguidade, n&o havia um contexto bem estabelecido de direitos que amparassem as
pessoas surdas. De um lado, a esses individuos eram imputados castigos divinos,
abandonos e sacrificios justificados por “forgas sobrenaturais”. Por serem
considerados indomesticaveis, intrataveis e selvagens, ficavam a margem da politica
e de manifestacdes sociais[4] [5]. Ao contrario, sob a tutela das leis hebraicas, os
surdo-mudos eram cuidados e protegidos como criangas.

Com o passar do tempo e a evolugéo da medicina e da tecnologia surgem os
primeiros aparelhos auditivos, em 1998. Eram semelhantes a enormes trombetas em
forma de chifre com uma parte larga e aberta em uma das extremidades, que captava
o som e o direcionava para o conduto auditivo do paciente. O desenvolvimento do
aparelho auditivo moderno sé se tornou possivel gragas a contribuicdo de dois
grandes inventores, Alexander Graham Bell, que amplificou eletronicamente o som
em seu telefone usando um microfone de carbono e uma bateria, e Thomas Edison,
que inventou o transmissor de carbono que transformava os sons em sinais elétricos
que eram conduzidos através dos fios e convertidos de volta em sons[6].

Ambas invencdes foram aproveitadas para produgao dos aparelhos auditivos e
durante a Revolug¢do Industrial comegaram a ser produzidos em massa, porém ainda
apresentavam dimensdes maiores do que a ideal, além do alto custo. Meados do
século XX foi marcado pelo inicio dos aparelhos digitais e primeiros implantes
cocleares.

Além do uso da tecnologia dos AASI e dos IC a comunicagao do individuo surdo

acontece com o uso da Linguagem Brasileira de Sinais (LIBRAS). Trata-se de uma
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linguagem de modalidade gestual-visual que permite a comunicagdo por meio de
gestos e sinais e se tornou uma importante ferramenta de inclusdo social nos dias
atuais[7] [8].

Partindo do pressuposto de que a saude nao é apenas auséncia de doenca,
mas também a presenga de bem estar mental, psicoldgico e social, a perda auditiva,
em qualquer grau, pode gerar transtornos na vida do individuo. A preocupagao com
relacdo aos impactos gerados pela surdez esta crescendo no mundo a medida que a
populacdo aumenta sua longevidade, visto que ha uma grande parcela de surdos
dentre os idosos[9].

Independente da idade em que se estabelece, a surdez pode causar impactos
relacionados a qualidade de vida e a atividade laboral, bem como alteragbes
comportamentais como isolamento social, e, em alguns casos, pode também
contribuir para a ocorréncia de processos demenciais[10] [11]. Quando essa condicéo
se estabelece em fase pré-lingual, ou seja, em fase anterior ao desenvolvimento da
linguagem, no nascimento ou nos primeiros anos de vida, esse impacto é ainda maior,
podendo gerar falta de acesso a linguagem oral quando n&o diagnosticada
precocemente[12].

Atualmente, apesar da tecnologia desenvolvida na industria farmacéutica.
ainda nao existe uma droga capaz de prevenir ou curar a surdez. Neste sentido a
melatonina um antioxidante, configura-se como uma promissora substancia capaz de
minimizar os efeitos desta condi¢do nos seres humanos. Diversos experimentos tém
sido realizados com uso de modelos animais nos quais os pesquisadores testam a
melatonina como substancia otoprotetora. Nesse sentido, ja foram publicados estudos
em animais roedores na area do envelhecimento, antineoplasicos, uso de
aminoglicosideos e perda auditiva induzida por ruido[13] [14] [15] [16] [17].Alguns
destes estudos[17] [14]publicado pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa em
Otorrinolaringologia. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia da
melatonina como agente otoprotetor associada ao uso de substancias ototoxicas, por

meio da realizagdo de uma revisao sistematica da literatura.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ANATOMIA DA ORELHA

A orelha, érgao responsavel pela audicao e pelo equilibrio € dividida em trés
componentes: orelha externa, média e interna. Na orelha interna encontra-se a céclea,
com o 6rgao de Corti, responsaveis pela audi¢ao e, ainda os canais semicirculares,
responsaveis pelo equilibrio. Essa regido da orelha pode ser diretamente afetada pela
ototocixidade[14].

A céclea é um 6rgao de 9 mm de didmetro com estrutura em forma de cone,
composta por trés “camadas” paralelas que se afilam da base para o apice em formato
espiral ao longo de uma estrutura 6ssea denominada modiolo. A porgao basal da
céclea é mais alargada e possui duas janelas, a oval e a redonda. Suas camadas séao
denominadas: escala vestibular, escala média ou ducto coclear, e escala timpanica.
A primeira esta em posi¢c&o superior e limita-se com a orelha média através da janela
oval. A escala média estd em uma posicéo intermediaria onde se localiza o 6rgao de
Corti e é delimitada, em sua base, pela membrana basilar. A escala timpanica esta
em localizagéo inferior e limita-se com a orelha média por meio da janela redonda[18].

As escalas vestibular e timpanica comunicam-se por meio de uma estrutura
denominada helicotrema, situado no apice da céclea que carrega em seu interior a

perilinfa[18].
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Fonte: Sobotta — Atlas de Anatomia Humana. Volume 1 Cabecga, Pescogo e Extremidade
Superior. 21.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. 2000.
Figura 1 - Anatomia da orelha interna.

7

O ducto coclear € constituido pelo ligamento espiral, membrana basilar e
membrana vestibular . Em seu interior esta localizado o 6rgéo de Corti, este, por sua
vez, formado por células de sustentagao, células ciliadas internas dispostas em uma

fileira medial e células ciliadas externas dispostas lateralmente as internas[18].

~Membrana
tectorial

Células ciliadas
4 internas

Estereocilios

Células ciliadas

% Nervo
auditivo

Membrana |
basilar Célula ~ Célulade ©~ Tunel- Célula © Nervo -
de suporte Deiter pilar

Fonte: Shutterstock.com
Figura 2 - Orgao de Corti (6rgéo espiral)

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[18].

A lamina espiral Ossea, regido formada pela projegdo do modiolo, e a
membrana basilar separam o ducto coclear da escala timpanica[18].

A metade superior da lamina espiral esta, em sua maior parte, localizada dentro
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do ducto coclear; o peridosteo que a reveste é espesso e da origem a membrana
vestibular. Esta, por sua vez, abriga uma camada de células epiteliais e outra de
células mesoteliais e separa a escala vestibular do ducto coclear. Sua extensao vai
do limbo da Iamina espiral éssea até a parte mais alta do ligamento espiral acima da
estria vascular[18].

A estria vascular é um epitélio estratificado, bem vascularizado, localizado na
parede lateral da coclea na regido do ligamento espiral. O ligamento espiral € uma

camada provinda do espessamento do enddsteo coclear[18].

2.2 MELATONINA

A melatonina (N acetyl-5-methoxytryptamine) € uma molécula onipresente na
natureza, podendo ser encontrada em diversos organismos vivos[14].

A Figura 3 apresenta a estrutura quimica da melatonina.

N-acetil-5-metoxitriptamina

CH;

H
N CH4|

Fonte: Wikipédia Google
Figura 3 — Estrutura quimica da melatonina.

Em mamiferos, a produgdo da melatonina ocorre em alguns tecidos, porém, &
centralmente produzida pela glandula pineal, que a sintetiza para funcionar como um
hormonio. Os pinealdcitos da glandula pineal contém o aminodacido triptofano como
precursor da melatonina. Este aminoacido sofre agao da enzima triptofano hidroxilase,

que o transforma em 5-hidroxitriptofano. Essa substancia, por sua vez, sofre acao de
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descarboxilase, que a transforma em 5-hidroxitriptamina, também conhecida como
serotonina. Por agao da enzima aril-alquil-N-acetiltransferase, é transformada em N-
acetilserotonina, que, por fim, sofre acdo da hidroxi-indol-oxi-metiltransferase,

transformando-a em melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina[19] [20].

TRIPTOFANO CH,CH(NH,)COOH
N

TRIPTOFANO HIDROXILASE (TPH)

5-HIDROXITRIPTOFANO HO @\ JERCHNERCOLH

DESCARBOXILASE
SEROTONINA HO @j CH,CH,NH,

ARILALQUILAMINA-N-ACETILTRANSFERASE

(AANAT)
HO CH,CH,NHCOCH,
N-ACETILSEROTONINA |

HIDROXI-INDOL-OXI-METILTRANSFERASE
l (HIOMT)

CH,CH;NHCOCH,;
MELATONINA CH’°©\ | ks g
N

H

Fonte: Wikipédia Google
Figura 4 - Sintese do horménio Melatonina em mamiferos.

A fungdo mais conhecida da melatonina em vertebrados é a regulagéo do ciclo
circadiano, além de participar da regulagdo dos sistemas imunologico e
circulatério.[19] .

Além dessa funcdo a melatonina é proficiente na eliminacao de radicais livres
e apresenta propriedades antioxidantes. Sua molécula tem caracteristicas hidrofilicas
e ao mesmo tempo hidrofébica e é liberada a medida que é sintetizada dentro dos
pinealécitos Esta liberacdo ocorre no liquido cefalorraquidiano do sistema nervoso
central (SNC) durante a noite [21]. A mobilizagdo do sistema enzimatico intracelular
e a quelagao direta de espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo mecanismos que
representam a capacidade antioxidade natural e poderosa da melatonina. Seu
mecanismo de agdo da-se por receptores de membrana especificos[22].

mamiferos, sdo de dois tipos, MT1 e MT2.
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Os receptores MT1 e MT2 pertencem a superfamilia dos receptores ligados a
proteina G (Gi, GO, Gq e G11). A ligagdo desses receptores provoca uma alteragéo
nas concentracdes de nucleotideos ciclicos intracelulares como AMPc e GMPc e nos
niveis de calcio no interior das células, conduz a ativagao de subtipos de proteina
quinase C, age na localizagéo intracelular de receptores de horménios esterdides e
regula a sintetizagcdo da proteina G. Esses receptores de alta afinidade estédo
distribuidos em todo o organismo, do SNC a o6rgéos e tecidos periféricos. Eles sédo
responsaveis por uma variedade de efeitos intracelulares conforme o tecido onde
estdo localizados e sdo responsaveis por efeitos fisiolégicos importantes, como:
regulacdo de fungdes enddcrinas, atividade cardiovascular, imunomodulagao,
pigmentacao da pele, dentreoutros. Um terceiro sitio de ligagdo da melatonina, MT3
foi identificado, todavia nao foi considerado como um receptor e sim uma enzima
quinona redutase 2, que participa na protegcdo contra o estresse oxidativo das
células[22] [23].

O seu carater lipofilico e lipossoluvel permite-lhe atravessar membranas e
meios aquosos como o citoplasma, alcangando o compartimento intracelular, onde se
fixa principalmente dentro do nucleo, no DNA[17].

A melatonina apresenta ag¢des anti-inflamatéria, antitumoral e
imunomodulatoria e pode ser considerada como um bom antioxidante, tanto pelos
seus efeitos fisioldgicos e farmacoldgicos como pela auséncia de efeitos colaterais. O
uso de antioxidantes pode ser uma alternativa viavel na prevencédo da ototoxicidade

causada por antibiéticos e quimioterapicos[19] [24] [25].

2.3 APOPTOSE CELULAR

Apoptose, ou morte celular programada, € um processo essencial para a
manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar
células supérfluas ou defeituosas[26].

O equilibrio entre a geragao de células novas por meio do processo de divisao
celular e a perda de células antigas através da morte celular é fundamental em tecidos
sadios. Organismos multicelulares sao capazes de induzir a morte celular programada

como respostas a estimulos intracelulares ou extracelulares. (morte celular por
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apoptose impresso). Os processos de morte celular séo classificados de acordo com
suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas, sendo eles: apoptose, autofagia,
necrose, mitose catastrofica e senescéncia[26] [27].

O estresse oxidativo, que esta relacionado ao acumulo de radicais livres, € uma
das causas do envelhecimento celular que traz como consequéncia o processo de
morte celular por apoptose ap0ds a ativagcao das enzimas caspases[27] [26]

A apoptose € um fenbmeno em que ocorre a retragdo da célula e perda da
aderéncia com a matriz extracelular e células adjacentes. Neste processo, as
organelas celulares mantém sua morfologia, com exceg¢ado da mitocéndria que pode
se romper. A seguir, a membrana celular sofre prolongamentos e o nucleo se
desintegra em fragmentos envoltos pela membrana celular. Estas porgdes envoltas
pela membrana celular sdo chamadas de apoptdcitos. Os apoptédcitos séo
rapidamente fagocitados por macrofagos (células dos sistema imunolégico com
capacidade de fagocitar restos celulares) e removidos sem que haja um processo
inflamatdrio[27] [26].
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Fonte: hitps://pt.wikipedia.org/wiki/Fagocito
Figura 5 - Esquema do processo de apoptose celular. A — célula normal; B — inicio da condensacgéao e
formagéao dos corpos apoptoticos; C — fagocitose dos corpos apoptoticos pelo macrofago.

A apoptose pode ocorrer por duas vias: a via extrinseca ou citoplasmatica e a
via intrinseca ou mitocondrial[28].

A via extrinseca é desencadeada por fatores externos capazes de ativar
receptores de morte especificos (sequéncia de 65 aminoacidos) que se ligam a outros
receptores especificos e interagem com moléculas chamadas de FAAD/MORT -1. A
partir dai, a caspase - 8 sera recrutada ativando a caspase — 3, executando a morte
por apoptose [29].

Em contrapartida, a via intrinseca é ativada por estresse intra ou extracelular



20

em consequéncia de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacao de
processos cancerigenos. (morte por apoptose) Neste caso, a apoptose é controlada
por uma familia protéica composta por 25 proteinas, denominada de Bcl -2. Quando
essa via é ativada, ocorrem mudancgas na permeabilidade da membrana mitocondrial
que culminam na ativagado da caspase -9, liberando o citocromo C e aumentando a
producao de EROS. Em consequéncia do aumento das EROS ocorre a resposta
mitocondrial, marcando o inicio da apoptose[27] [26] [29].

O processo de apoptose tende a ser o processo mais comum de morte das
células ciliadas [27] [26] [29].

2.4 OTOTOXICIDADE

A ototoxicidade é uma condi¢cdo clinica geralmente causada por efeitos
deteriorantes de agentes quimicos que comprometem fung¢des auditivas e/ou do
sistema vestibular periférico, sendo caracterizada por uma perda auditiva
neurossensorial de mais de 25 dB em uma ou mais frequéncias na faixa de 250 a

8000 Hz, com ou sem manifestagdes de vertigem ou desequilibrio[30] [25].

2.4.1 Ototoxicidade por aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao antibiéticos cuja ototoxicidade é irreversivel e
apresentam cocleotoxicidade e vestibulotoxicidade variaveis[31] [32].Entre eles, a
estreptomicina e a gentamicina sado vestibulotdéxicas, enquanto a amicacina, a
neomicina, e a diidroestreptomicina s&o principalmente cocleotoxicas. A lesdo coclear
pode produzir perda auditiva permanente e a lesdo do sistema vestibular pode resultar
em tontura, ataxia e/ou nistagno[33].

A ototoxicidade causada pelos aminoglicosideos depende de diferentes
fatores, como dosagem e duragdo do tratamento, tipo de medicamento, fatores
genéticos e condi¢des farmacotécnicas[34].

As alteragdes celulares envolvidas na cocleotoxicidade dos aminoglicosideos
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estdo bem estabelecidos na literatura. A lesdo coclear inicia-se no giro basal da
céclea. De acordo com a duragédo da exposi¢cado essa lesdo progride em direcéo ao
apice, acometendo primeiramente as células ciliadas externas e em um segundo
momento a camada de células ciliadas internas. O avango do tratamento com a
medicacado ototdxica pode acometer as células de sustentagdo, estria vascular e
células nervosas[35].

Estudos demonstram que a morte celular pela agdo dos aminoglicosideos esta
relacionada a apoptose e ndo a necrose. Acredita-se que espécies de radicais livres
de oxigénio e nitrogénio sdo responsaveis por iniciar essa cascata apoptética,cujo
estimulo pode ser intrinseco, por via mitocondrial ou extrinseco, por ativacdo de
caspagens por vias externas[35] [36].

A ototoxicidade por aminoglicosideos é mediada pela interrupgéo da sintese de
proteinas mitocondriais, pela superativagao dos receptores glutematérgicos (N- metil-
D- aspartato) e a formacao de radicais livres[35].

Os aminoglicosideos tém alta afinidade com lipidios fosfaticos e interagem com
metais de transigéo, como ferro e cobre. Evidéncias in vitro e in vivo sugerem que 0s
aminoglicosideos podem interagir com ferro e lipidios na formagédo na formagao de
EROQOS, conferindo a acao ototdxica[36] [37] [38].

A ototoxicidade por aminoglicosideos é mediada pela interrupgéo da sintese de
proteinas mitocondriais, pela superativagao dos receptores glutematérgicos (N- metil-

D- aspartato) e a formacao de radicais livres[35].

2.4.2 Ototoxicidade por agentes quimioterapicos

A quimioterapia antineoplasica é uma abordagem de tratamento sistémico das
neoplasias malignas. Consiste na administracdo de substancias quimicas isoladas ou
combinadas para tratamento de tumores malignos localizados ou disseminados.

Os farmacos quimioterapicos interferem nos mecanismos de sobrevivéncia,
proliferagéo e migragao celular. Nao obstante atuam de forma néo especifica e podem
lesar células malignas e benignas. Sendo assim, o tratamento com antineoplasicos
pode gerar efeitos colaterais e, dentre esses, destaca-se a ototoxicidade[39] [40] [41]
[42] [43].
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Os quimioterapicos a base de platina desempenham papel importante no
tratamento das neoplasias malignas. Alguns exemplos: vincristina, doxorrubicina,
gencitabina, ciclofosfamida, farmorubicina, oxaliplatina, carboplatina e cisplatina[44]
[45] [46] [47]. Dentre elas, a cisplatina é a mais usada.

O mecanismo da otoxicidade da cisplatina n&o esta totalmente compreendido.
A hipoétese mais relatada é a produgao de radicais livres e diminuigdo dos mecanismos
antioxidantes de defesa da céclea, levando a apoptose celular por meio da ativacao
da cascata das caspases. Outro mecanismo possivel é a alteragdo da producéo de
proteinas do gene BCL-2, também responsavel pelo controle apoptético[48].

A cisplatina pode causar lesdes cocleares e a intensidade desta lesdao € maior
em uso de doses elevadas e/ou cumulativas. Ao atingir o 6rgao de Corti, inicia sua
acao destruidora pelas células de sustentacdo, em seguida Células Ciliadas Externas
(CCE), seguindo pela estria vascular e ganglio espiral[49].

As manifestagdes da ototoxicidade causada pela cisplatina sdo: perda auditiva
neurosenssorial bilateral, zumbido ou vertigem.

E de grande importancia o constante monitoramento da audicdo para
identificacao dos sinais precoces de ototoxicidade. Nao obstante, ndo ha prevencao

ou tratamento eficaz para evitar a toxicidade coclear no cotidiano clinico.

2.5 EXAMES AUDIOLOGICOS

A maneira mais eficaz de se avaliar a ototoxicidade na cdclea € por meio de
exames audioldgicos objetivos como as Emissdes Otoacusticas Evocadas (EOA) e o

Potencial Auditivo de Tronco encefalico (PEATE).

2.5.1 Emissdes Otoacusticas Evocadas (EOAE)

As EOA sao definidas como o processo de liberagdo da energia sonora
produzida nas CCE da cdclea e que se propaga em diregao a orelha média e ao meato

acustico externo. Foram primeiramente descritas em 1948 por Thomas Gold, porém
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na época nao havia tecnologia suficiente para o desenvolvimento desse tipo de
estudo. Assim, 30 anos depois, em 1978, elas foram observadas por David Kemp, que
buscou a possibilidade de captar a energia sonora produzida pela coclea, utilizando
uma sonda inserida no meato acustico externo, com microfone e amplificador
miniaturizados. Dessa forma, Kemp as definiu como a liberagao de energia sonora na
céclea, provinda das células ciliadas externas como subproduto de processos de
respostas mecanicas e que se propaga na orelha média até o meato acustico
externo[50] [51] [52].

O teste de EOA possui grande utilidade clinica. E um procedimento rapido,
objetivo, ou seja, ndo depende da resposta do paciente e ndo invasivo, podendo ser
aplicado em ambientes sem tratamento acustico adequado. Sua sensibilidade
abrange perdas auditivas de grau leve a profundo, uni ou bilaterais. Segundo alguns
estudos, alteragcdes sutis da fungcao coclear sdo passiveis de serem detectadas
durante o exame de EOA antes de se detectar mudangas significativas no
audiograma.[52].

As emissdes otoacusticas podem ser classificadas em espontaneas (EOAE) ou
evocadas (EOA). As EOAE sé&o sons de banda estreita, captados na auséncia de
estimulo acustico, e podem ser identificados em cerca de 50 a 60% dos individuos
com audigdo normal[53].

Em contrapartida, as EOA s&o captadas apenas por meio de estimulos sonoros
especificos e sao classificadas de acordo com o tipo de estimulo utilizado. Essa
classificagdo divide as EOA em transientes (EOAT) e por produto de distorgédo
(EOAPD).

O estimulo acustico usado na captacdo das EOAT é breve (cliques ou
toneburst) e multifrequencial; desta forma, a coclea é estimulada amplamente. As
EOAT estdo presentes em 98% a 100% dos individuos com audicdo normal. A
amplitude das respostas, entretanto, varia de acordo com caracteristicas individuais,
lado avaliado, interferéncia do nivel de pressédo sonora do estimulo e interferéncia do
nivel de ruido [53] [54].

A EOAPD sao sinais sonoros de fraca intensidade que ocorrem apdés a
estimulagdo por dois tons puros chamados f1 e f2, que sao apresentados
concomitantemente com frequéncias sonoras muito proximas (f2/f1= 1,22). Por
convengao, o tom puro de frequéncia mais baixa é referido como f1 primario e seu

nivel de intensidade é L1. O tom puro de frequéncia mais alto é f2 e seu nivel de
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intensidade é L2. Os parametros analisados no exame de EOAPD sao medidas de
amplitude do sinal e a relagao sinal ruido(S/R) Uma das grandes vantagens do uso da
EOAPD ¢ a possibilidade de avaliar frequéncia agudas, que sao as primeiras a serem
afetadas no processo de ototoxicidade causada pelos aminoglicosideos. Por ser uma
medida fisioldgica eletroacustica, as EOAPD devem ser interpretadas como um teste

de integridade da fung&o coclear e ndo um teste quantitativo de audigéo[50] [51] [55].

2.5.2 Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico (PEATE)

O SNC pode ser avaliado por técnicas eletrofisiolégicas. As respostas
eletrofisioldgicas estao relacionadas a habilidade linguistica do individuo. O primeiro
estudo sobre atividades elétricas do cérebro ocorreu em 1875 por Richard Caton[56].

O conhecimento da fisiologia do sistema auditivo estabelece que um estimulo
auditivo, ao atingir a orelha, provoca variagdes neurais em sua trajetoria em diregéo
ao cortex auditivo. Essas variagdes neurais sdo também chamadas de potenciais.
Esses potenciais, quando gerados em resposta a uma estimulagado sensorial, sdo
denominados evocados. Os potenciais evocados auditivos fornecem uma medida
objetiva da integridade do sistema auditivo[57].

Os potenciais evocados auditivos s&o classificados, de acordo com o tempo em
que ocorrem, em laténcias curta, média e longa, e, com relagdo a origem anatémica,
podem ser de tronco encefalico, subcortical e cortical[58] O PEATE é um potencial
evocado auditivo de tronco encefalico de curta laténcia[59].

Por ser um exame objetivo e de facil aplicagdo, € amplamente utilizado em
pesquisas com animais, para se verificar a integridade da fungao auditiva.

Existem duas aplicagdes clinicas para a utilizagao do PEATE: a pesquisa do
limiar eletrofisiologico e a pesquisa da integridade de vias auditivas. Ambas podem
ser indicadas separadamente ou de modo combinado[59].

A primeira tem como finalidade identificar, de forma objetiva, o grau da perda
auditiva em criangcas ou adultos que, por motivos diversos, ndo estdo aptos a
realizarem a audiometria tonal. O procedimento ¢é iniciar a pesquisa da onda V em 80
dBNPS e decrescer progressivamente de 20 em 20 dB até que nao seja mais possivel

visualizar a onda. O procedimento em questdo permite a determinagdo do grau da
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perda auditiva, porém somente na regido de frequéncias que abrangem o estimulo
utilizado. O clique é um estimulo de curta duragao capaz de excitar a orelha interna
na faixa entre 2.000Hz e 4.000Hz [60]. Caso o estimulo utilizado seja o este, as
frequéncias avaliadas serao as de 2000 a 4000 Hz. O estimulo tone burst € uma onda
sinusoidal, com duragao breve, caracterizado por um espectro de frequéncia com
energia centrada na frequéncia de estimulagao, predizendo com maior seguranga o
grau e configuragdo audiométrica.[61] No caso da utilizagdo do tone burst,podera
variar de 500 a 4000 Hz[59].

Em contrapartida a pesquisa da integridade de vias auditivas tem como objetivo
a verificacdo da conducdo do estimulo acustico do nervo coclear até o tronco
encefalico, buscando identificar possiveis lesdes ou disfungdes no sistema nervoso
auditivo central. Para tal, é usado os estimulos click ou tone burst na intensidade de
80 dBs, que permitira a identificacao das ondas |, lll e V, a analise dos tempos de
laténcia absoluta e dos intervalos interpicos entre elas. A analise dos tempos de
laténcia permite a identificacdo de possiveis alteragées no trajeto do estimulo,
sugerindo alteragbes da via auditiva em tronco encefalico baixo ou alto. Por fim, ainda
pode ser verificada a relacdo das amplitudes entre as ondas | e V,sendo a amplitude
dessa ultima consideravelmente maior que a da primeira[62].

O procedimento do PEATE que realiza a pesquisa de integridade das vias
auditivas € o mais utilizado em pesquisas clinicas com animais para se verificar o

acometimento de possiveis lesdes cocleares e/ou retrococleares.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi analisar a eficacia da melatonina como
agente otoprotetor em modelos experimentais de roedores por meio de uma reviséo

sistematica da literatura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Analisar a metodologia apresentada por estudos primarios a respeito da
eficacia otoprotetora da melatonina por meio de resultados de resultados de Emissoes
Otoacusticas Evocadas.

. Analisar a metodologia apresentada por estudos primarios a respeito da
eficacia otoprotetora da melatonina por meio de Avaliagdes histoldgicas.

. Analisar a metodologia apresentada por estudos primarios a respeito da

eficacia otoprotetora da melatonina por meio de resultados de PEATE.
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o 4 METODOS

Trata-se de estudo de revisao sistematica da literatura para explorar os dados
existentes sobre a eficacia da melatonina como agente otoprotetor diante do uso de
substancias ototoxicas. O planejamento adotado seguiu as etapas metodoldgicas

descritas a seguir:

4.1 ESTRATEGIA DE PESQUISA

A estratégia de busca seguiu os critérios recomendados pela estratégia
Preferred Reporting Items for Sistematic Rewiews and Meta-Analyses (PRISMA). O
protocolo foi registrado em 16/12/2022 no banco de dados On Line de acesso aberto
de protocolo de revisdo sistematica - PROSPERO sob nimero CDR42022287455. A
ultima consulta foi realizada em 31/08/2022.

As bases de dados utilizadas foram Lilacs, Pubmed, Web of Science, Scopus
e Embase, além da literatura cinzenta do banco de dados Google Scholar.

Os termos foram combinados e personalizados para cada banco de dados
pesquisado, conforme tabela abaixo. A literatura cinzenta foi consultada através do
banco de dados Google Scholar. Nado houve restricdo quanto ao periodo de
publicacdo ou idioma.

As palavras-chave usadas na estratégia de busca para identificar os artigos
foram descritas e combinadas da seguinte forma:

Para populagcdo: "Rodentia"[Mesh] OR "Rodentia" OR "Rodentias" OR
"Rodents" OR "Rodent" OR "Castor Beaver" OR "Beavers" OR "Beaver"

Para agentes ototoxicos: "Ototoxicity"[Mesh] OR "Ototoxicity" OR "Ototoxicities"
OR "Drug-Induced Ototoxicity" OR "Drug Induced Ototoxicity" OR "Drug-Related
Otological Toxicity” OR "Drug Related Otological Toxicity" OR "Drug-Related
Otological Toxicities" OR "Drug-Induced Otological Toxicity" OR "Drug Induced
Otological Toxicity" OR "Drug-Induced Otological Toxicities" OR "Drug-Related
Ototoxicity" OR "Drug Related Ototoxicity" OR "Drug-Related Ototoxicities" OR "Drug-
Induced Cochleotoxicity" OR "Drug Induced Cochleotoxicity" OR "Drug-Induced
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Cochlear Toxicity" OR "Drug Induced Cochlear Toxicity" OR "Drug-Induced Cochlear
Toxicities" OR "Drug-Related Cochlear Toxicity" OR "Drug Related Cochlear Toxicity"
OR "Drug-Related Cochlear Toxicities" OR "Drug-Related Cochleotoxicity" OR "Drug
Related Cochleotoxicity"

Para melatonina: melatonin.

Apds a busca, as referéncias de cada banco de dados foram exportadas para
o Programa RAYYAN com o objetivo de registrar todos os artigos duplicados
encontrados na literatura cientifica, promover maior confiabilidade na selegdo dos
artigos e definir o critério de elegibilidade. O periodo desta busca ocorreu desde a

criacao das plataformas até agosto de 2022 e ndo houve restrigdo quanto ao idioma.

4.1.1 Critérios de Elegibilidade

A estratégia PICO (Populagao, Intervengdo, Comparagao, Desfechos)[63] [64].
foi usada para definir os critérios de elegibilidade. Foram eles: 1) Populagao: Animais
roedores expostos a agentes ototoxicos; 2) Intervencao: Uso de melatonina como
agente otoprotetor, 3) Comparag¢ao: Uso concomitante com placebo ou qualquer outro
antioxidante;4) Desfecho: Resultados de exames audiolégicos como EOAPD, EOAT,
e PEATE e resultado de avaliagées histoldgicas.

Os critérios de exclusdo adotados foram: 1) Estudos que ndo tenham utilizado
melatonina como unico agente otoprotetor; 2) Estudos em humanos; 3) Estudos com
dados duplicados; 3) Estudos observacionais; 4) Cartas ao Editor, Revisdes, abstracts
e Opinides.

Os estudos foram analisados quanto a elegibilidade nas fases de triagem
considerando os critérios de inclusao e exclusdo. Na primeira fase, todos os estudos
foram selecionados por dois revisores independentes com base na analise de titulos

e dos resumos. Na segunda fase, os mesmos revisores analisaram o texto completo



29

de cada artigo selecionado, baseando-se nos critérios de inclusdo e excluséo ja
estabelecidos e adicionaram a justificativa de exclusédo para cada estudo descartado.
No caso de conflito, um terceiro revisor seria consultado para a avaliacdo da
elegibilidade.

Os dados de cada publicagédo foram coletados por dois revisores de forma
independente baseados nos resultados dos exames de Emissbes Otoacusticas,

PEATE e/ou avaliagbes histoldgicas.

4.2 SINTESE QUALITATIVA

O viés pode ser introduzido em qualquer etapa de um estudo, levando a
distor¢des no seu resultado e, portanto, ameagando a validade interna. O instrumento
utilizado para avaliacdo do risco de viés foi SYRCLE'’s RoB criteria e do check list da
Camarades.

Durante esta fase, os mesmo dois revisores aplicaram avaliagao do risco de
viés de forma independente. Ndo houve discordancia entre eles, dispensando-se a

consulta a um terceiro revisor.

Parei aqui
4.3 SINTESE QUANTITATIVA

Para a realizacdo da metanalise, foi necessario realizar o levantamento de
dados graficos de cada estudo. Os dados ndo estavam descritos nos artigos originais.
Assim, fez-se necessario o envio de e-mails aos autores correspondentes. A data
inicial de envio dos e-mails foi 13/09/2022. Apés uma semana sem resposta dos
autores, os e-mails forma disparados novamente e uma terceira vez, uma semana
apos. Apenas os autores de Araujo et al. responderam a solicitagdo. Para os demais,
a ferramenta Graphreader.com. foi utilizada para obtencao dos dados.

Os dados extraidos para a metanalise foram organizados de acordo com as
frequéncias auditivas em comum apresentadas por cada estudo. Aquelas que foram

analisadas por pelo menos 3 estudos, foram agrupadas para compor cada desfecho.
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Desta forma as frequéncias auditivas avaliadas como desfecho foram 1500,
2000,3000, 4000, 5000, 6000 e 8000 Hz.

A analise dos dados numéricos foi realizada e relatada de acordo com o Manual
de revisao 5.4 (Cochrane - Centro de colaboradores, Denmark) e Stata 14 (StataCorp,
Texas). Foi utilizada a diferenca de média como medida de efeito. Um modelo de
efeitos aleatérios foi ajustado aos dados. A heterogeneidade (tau®) foi estimada
usando-se o estimador de maxima verossimilhanca restrita (Viechtbauer 2005). Além
da estimativa de tau?, teste Q para heterogeneidade (Cochrane 1954) a estatistica I
sdo relatados. Para os desfechos detectados com uma alta heterogeneidade (ou seja,
tau? > 25) o modelo de efeitos aleatorios foi utilizado.

O teste do qui-quadrado € um dos mais empregados para avaliar a significancia
da heterogeneidade, sendo convencionado um nivel de significancia mais
conservador de p<0,10, em lugar do usual p<0,05. A magnitude da heterogeneidade
€ averiguada principalmente pelo calculo do qui-quadrado, que varia de 0 a 100%. Um
qui-quadrado superior a 50% indica heterogeneidade substancial e, acima de 75%,
heterogeneidade consideravel. A heterogeneidade neste caso, deve ser explicada e

nao eliminada.[65]
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5 RESULTADOS

5.1 SINTESE QUALITATIVA

Foram identificados 154 artigos em 4 bases de dados. Apés rastreio de

duplicidade, 51 artigos foram excluidos, restando 103 artigos.

Tabela 1 -Numero de artigos encontrados por base de dados

Database Total de artigos encontrados
LILACS 0
PubMed 7
Web of science 55
Scopus 83
Embase 9

Apos analise que incluia a leitura de titulo e resumo, 96 estudos foram excluidos

por n&o atenderem aos critérios de inclusao

Ao final, foram incluidos 7 artigos, conforme Fluxograma abaixo:
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Os artigos selecionados na ultima fase da presente reviséo estdo descritos na
Tabela 4.
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01) A sequéncia de alocagdo foi adequadamente gerada e aplicada?

02) Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores
de confundimento na analise?

03) A alocagdo aos diferentes grupos foi devidamente ocultada

04) Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento?

05) Os cuidadores e/ou investigadores ndo sabiam qual intervengdo cada animal
recebeu durante o experimento?

06) Os animais foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo do resultado?

07) O avaliador dos resultados avaliou de forma cega?

08) Os dados de resultados incompletos foram tratados adequadamente?

09) Os relatdrios do estudo estdo livres de relatdrios de resultados seletivos?

10)0 estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar
em alto risco de viés?

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 7 - Riscos de viés dos estudos incluidos, avaliados por meio do Syrcle” RoB.

Os estudos incluidos obtiveram “score” 5 [66] [67] [68], “score” 7 [16] [69] e
“score” 8 [70] [14] por CAMARADES, indicando alcangar qualidade metodoldgica,
especialmente no calculo do tamanho da amostra, modelo animal utilizado e o uso de
emissoes otoacusticas pra avaliagdo dos resultados, itens positivos em todos os
estudos selecionados. Quanto a conformidade com os regulamentos de bem-estar
animal exceto o estudo [68] ndo obteve score positivo.. A avaliacdo cega dos
resultados foi bem avaliada exceto pelos estudos de [67] [66], o controle de
temperatura ocorreu com clareza exceto em [67] [66] [68]. Quanto a terapia cega de
medicamentos, somente [70] [69] e [68] ndo obtiveram scores positivos. No item que
avalia a alocagao aleatéria para tratamento ou controle, os estudos [67] [66] [16] [70]
[69] nao obtiveram score positivo. A avaliagdo cega dos resultados foi realizada,
exceto em [67] [66] [14] [68] [16]. A declaragdo de potencial conflito de interesses nao
foi apresentada por [67] [66] [16] [68].

O protocolo da avaliacéo do risco de viés por meio do SYRCLE RoB revelou
um alto risco de viés, em todos os estudos elegiveis, retratando randomizagao
inadequada, alocagdo nao ocultada, cegamento dos cuidadores e avaliadores,

conforme demonstrados na Figura 7.

5.2 SINTESE QUANTITATIVA
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Os estudos de Erdem et al. (2004)[16], de Ye et al. (2009)[68] e Demir et al.
(2015)[69] n&o apresentaram dados suficientes para inclusdo na metandlise em
nenhum dos desfechos avaliados (EOAPD, PEATE ou andlise histolégica), desse
modo, foram excluidos e compuseram somente a revisao sistematica. Os estudos que
compuseram a metanalise foram Lopez Gonzalez et al. (2000a)[66], Lopez Gonzalez
et al. (2000b)[67], Bas et al. (2012)[70] e Araujo et al. (2019)[14]. O estudo de Bas et
al. (2012)[70] foi desmembrado em dois, pois apresentou grupos controle e
experimental independentes.

Os dados extraidos para a metanalise foram organizados de acordo com as
frequéncias auditivas em comum apresentadas por cada estudo. Aquelas que foram
analisadas por pelo menos 3 estudos, foram agrupadas para compor cada desfecho.
Desta forma as frequéncias auditivas avaliadas como desfecho foram 1500,
2000,3000, 4000, 5000, 6000 e 8000 Hz.

Nas frequéncias de 5000Hz, 6000Hz e 8000Hz, houve efeito protetor da
melatonina na prevencgao da reducédo na amplitude das EOADP observada durante o
uso de drogas ototdxicas (5000Hz p<0,02; 6000Hz p<0,05; 8000Hz p<0,005). Em
5000Hz a diferenga de médias foi -9,01; IC 95% -16.65 a -1.36; p=0,02; 12 93%. Em
6000Hz a diferenga de médias foi -7.75; IC 95% -15.51 a 0.00; p=0,05; 12 90%. Em
8000Hz a diferenca de médias foi -4.88; IC 95% -8.26 a -1.49; p=0,005 ; 12 0%.

Nas frequéncias mais graves — 1500Hz, 2000Hz, 3000Hz e 4000Hz — nao foi
demonstrado efeito protetor da melatonina, embora a metanalise tenha demonstrado
uma tendéncia em direcao a este efeito, nestas frequéncias o intervalo de confianga
englobou o valor 0, ndo permitindo que sejam estabelecidas conclusdes. Em 1500Hz
a diferenca de médias foi -0,20; IC 95% -13,56 a 13,15; p=0,98; 12 97%. Em 2000Hz
a diferenga de médias foi -5,59; IC 95% -14,94 a 3,75; p=0,24; 12 95%. Em 3000Hz a
diferenga de médias foi -4,65; IC 95% -14,87 a 5,56; p=0,37 ; 12 97%. Em 4000Hz a
diferenga de médias foi -8,13; IC 95% -17,80 a 1,53; p=0,10 ; 12 96%.
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1,5kHz

Melatonina Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bas Gelfoam 2012 125 6.22 5 293 4.96 5 244% 9.57 [2.60, 16.54] =
Bas Mini-osmotic pumps 2012 9.58 6.98 5 -11.08 521 5 241%  20.66[13.03, 28.29] -
Lopez Gonzalez 2000 (aminoglicosideo)  -9.97 545 60 569 595 20 25.8% -15.66[-18.61,-12.71] -
Lopez Gonzalez 2000 (cisplatina) 0.27 574 40 1375 595 20 25.7% -13.48[-16.64,-10.32] -
Total (95% Cl) 110 50 100.0%  -0.20 [-13.56, 13.15]

s 4

Heterogeneity: Tau? = 177.67; Chi = 110.95, df = 3 (P < 0.00001); I* = 97%
Test for overall effect: Z = 0.03 (P = 0.98)

4
-50 -25 0 25 50
Favours Melatonin Favours Control

2kHz
Melatonina Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bas Gelfoam 2012 6.62 6.69 5 544 52 5 231% 1.18[-6.25, 8.61]
Bas Mini-osmotic pumps 2012 -2.39 523 5 -946 461 5 243% 7.07 [0.96, 13.18]
Lopez Gonzalez 2000 (aminoglicosideo) 274 519 60 18.66 6.44 20 26.3% -15.92[-19.03,-12.81] -
Lopez Gonzalez 2000 (cisplatina) 0.39 5.38 40 13.31 6.08 20 26.3% -12.92[-16.06, -9.78] -
Total (95% CI) 110 50 100.0% -5.59 [-14.94, 3.75]
Heterogeneity: Tau? = 83.83; Chi? = 54.95, df = 3 (P < 0.00001); I* = 95% -éO _2:5 0 2:5 550
Test for overall effect: Z = 1.17 (P = 0.24) Favours Melatonin  Favours Control
3kHz
Melatonina Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD_Total Mean SD_Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Araujo 2019 0.23 4.79 10 4.33 10.15 12 19.3% -4.10 [-10.56, 2.36]
Bas Gelfoam 2012 9.04 3.82 5 816 32 5 20.2% 0.88 [-3.49, 5.25]
Bas Mini-osmotic pumps 2012 13.48 4.94 5 -0.27 4.99 5 19.5% 13.75 [7.60, 19.90] -
Lopez Gonzalez 2000 (aminoglicosideo) 471 541 60 19.98 6.26 20 20.5% -15.27 [-18.34,-12.20] -
Lopez Gonzalez 2000 (cisplatina) 271 547 40 2015 6.26 20 20.5% -17.44[-20.66, -14.22] w
Total (95% CI) 120 62 100.0% -4.65 [-14.87, 5.56]
25 0 25 50

Heterogeneity: Tau? = 129.70; Chi? = 115.98, df = 4 (P < 0.00001); I = 97%
Test for overall effect: Z = 0.89 (P = 0.37)

-50
Favours Melatonin Favours Control

4kHz
Melatonina Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
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Figura 8 - Forest Plot da analise das frequéncias de 1500 a 8000 Hz.
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6 DISCUSSAO

Esta € a primeira revisao sistematica com metanalise investigando o possivel
papel otoprotetor da melatonina em estudos animais com interesse de fundamentar
futuras intervengdes translacionais em seres humanos. Nas frequéncias de 5000Hz,
6000Hz e 8000Hz, observou-se menor redugao nos valores de amplitude das EOAPD
apdés administracdo de drogas ototoxicas nos grupos que utilizaram a melatonina,
embora nas frequéncias de 5000Hz e 6000Hz a heterogeneidade tenha sido alta. Nas
frequéncias mais graves — 1500Hz, 2000Hz, 3000Hz e 4000Hz — nao foi evidenciado
efeito protetor da melatonina associada a droga ototoxica.

Os estudos de Lopez Gonzalez et al. (2000a)[66], Yet et al. (2009)[68], Bas et
al. (2012)[70] utilizaram a gentamicina e a tobramicina como agentes ototéxicos.
Lopez Gonzalez et al. (2000a)[66] testaram a eficacia da melatonina administrada por
trés vias: intramuscular (250ug), subcutanea (250ug) e oral (10mg/l) associada a dois
aminoglicosideos distintos: a gentamicina (160mg/kg por peso) e a tobramicina
(200mg/kg por peso) por cinco dias. As administracdes da melatonina iniciaram-se
uma semana antes da aplicagdo dos aminoglicosideos e finalizaram no ultimo dia do
experimento. Os desfechos deste estudo apontaram a otoprote¢cdo nos grupos que
utilizaram a gentamicina associada a melatonina, independentemente da via de
administragao utilizada. A avaliagédo da melatonina como agente protetor otoldgico,
quando avaliada em associag¢ao a tobramicina ndo demonstrou otoprotecao.

Ye et al. (2009)[68] utilizaram a gentamicina (120mg/kg/dia) associada a
melatonina (0,3ml/kg/dia). Os desfechos foram favoraveis a otoprotegdo nos grupos
que utilizaram melatonina, demonstrando também reducdo da perda auditiva nos
resultados da avaliagdo de EOADP e histopatologia da coclea.

Bas et al. (2012)[70] utilizaram gentamicina, em dose Uunica (10mg)
administrada por vias locais (bomba microosmética e geoespuma) com concentragées
de: 500ug/200ul de solugéo salina na primeira e 500ug/40ul de solugao salina na
segunda. A melatonina também foi administrada em dose unica, na dose de 50um.
Os resultados obtidos foram semelhantes aos do estudo de Lopez e Gonzalez et al.
(2000a)[66], constatando a eficacia otoprotetora da melatonina contra o efeito
ototoxico da gentamicina vistos tanto nos resultados de EOADP quanto PEATE,

independente do protocolo de administracao.
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Dentre os estudos que avaliaram o efeito da melatonina na ototoxicidade de
antibidticos, o estudo de Erdem et al. (2005)[16] foi o unico que utilizou a amicacina
(600mg/kg; via intramuscular). O objetivo foi testar qual dose de melatonina seria
eficaz na otoprotegdo: baixa (0,4mg/kg) ou alta (4,0mg/kg), administradas por via
intraperitoneal diariamente. Por meio da avaliagdo da EOADP, conclui-se que
enquanto a melatonina em baixa dose protegeu a orelha interna da ototoxicidade, a
oferta em alta dose potencializou os efeitos da ototoxicidade induzida pela amicacina,
possivelmente pelo seu efeito vasodilatador, causando o acumulo da droga na orelha
interna. Nao ha dados no estudo que permitam inferir a dose ideal de melatonina,
sendo necessarios novos estudos para essa definicao.

Arauvjo et al. (2019)[14], Demir et al. (2015)[69] e Lopez Gonzalez et al.
(2000b)[67] utilizaram a cisplatina como agente ototéxico. Em Araujo et al. (2019)[71],
10mg/kg da cisplatina, em dose unica, foram aplicados intraperitonealmente nos
grupos controle e experimental. A dose de melatonina utilizada no grupo experimental
foi de 1mg/kg/dia também por via intraperitoneal.

Demir et al. (2015)[69], utilizou 12mg/kg de cisplatina em dose Unica nos grupos
controle e experimental durante cinco dias. A melatonina foi administrada por via
intratimpéanica (0,1mg/ml) sempre 30 minutos antes da aplicacdo da cisplatina no
grupo experimental.

Lopez Gonzalez et al. (2000b)[67] administraram cisplatina (10mg/kg;
intraperitoneal; dose unica) em dois grupos: 1) melatonina por via oral na dose de
1umg/mL dissolvida em agua e 2) melatonina 250um por via subcutanea. A
administracdo da melatonina foi iniciada sete dias antes da administracao da cisplatina
e finalizada com o fim do experimento. Os desfechos dos trés estudos foram
favoraveis ao efeito otoprotetor da melatonina reduzindo a queda da amplitude das
emissdes otoacusticas nos grupos de acordo com exames de EOADP realizado nos
trés estudos e analise histoldgica realizada no estudo de Demir et al. (2015)[69].

Apesar dos desfechos positivos descritos nos estudos selecionados, ao realizar
a metanalise, apenas nas frequéncias de 5000Hz, 6000Hz e 8000Hz foi observado
efeito positivo na utilizacdo da melatonina contra a ototoxicidade. Em contrapartida,
nas frequéncias mais graves — 1500Hz, 2000Hz, 3000Hz e 4000Hz — o efeito protetor
da melatonina nao foi demonstrado. Embora haja uma tendéncia em dire¢ao ao efeito
benéfico da melatonina nestas frequéncias, o intervalo de confianga de 95% englobou

o valor zero, ndo permitindo a verificagdo do efeito protetor da melatonina.
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Sabe-se que as alteracbes celulares envolvidas na otoxicidade dos
aminoglicosideos e da cisplatina iniciam na camada de células ciliadas externas do
giro basal da coclea, que é considerada a mais susceptivel aos efeitos ototoxicos[72].
Com a continuidade da exposicado, o dano se estende para o apice da cdclea, além
de comprometer também as células ciliadas internas. Com a progressao, outras
células podem ser acometidas, como células de sustentagdo, células da estria
vascular e mesmo células nervosas do génglio espiral[72] [49].

Assim, como o dano celular se inicia pelo giro basal da coclea, as alteracdes
audiologicas séo primeiramente identificadas nas frequéncias mais altas. Este fato
pode justificar que, ao analisar as frequéncias mais altas, a magnitude do efeito da
utilizacdo da melatonina seja mais importante e assim mais facilmente identificada nos
estudos. Desta forma recomenda-se que, em futuros estudos, ocorra a analise de
frequéncias agudas com a finalidade de se estabelecer o real papel da melatonina na
protecdo contra agentes ototoxicos.

O dano inicial as regides basais da coclea também é observado nos casos de
perda auditiva pelo processo de envelhecimento. O estudo de Serra et al. [17]
demonstrou que, em modelo animal de roedores com perda auditiva pelo
envelhecimento, o efeito da melatonina é mais importante nas regides cocleares de
frequéncias altas. Levando-se em consideracao que o processo da morte celular é
semelhante ao verificado nos casos de ototoxicidade, é esperado que os resultados
sejam mais evidentes nas frequéncias agudas e melhor visualizado nesta regiao da
coclea.

Analisando-se metodologicamente os estudos listados acima um ponto merece
destaque: apenas as avaliagdes de Araujo et al. (2019)[71] e Ye et al. (2009)[68] foram
realizadas em estudos cujos animais foram distribuidos de forma randomizada e que
os desfechos foram avaliados de forma cega pelos autores, inclusive a analise
estatistica associada. Este dado torna-se relevante para os desfechos analisados
pelas EOAs, uma vez que a variabilidade dos resultados depende da execugao do
exame.

Pode-se afirmar que apesar dos estudos serem consistentes e inovadores,
existem lacunas metodolégicas que impedem sua replicabilidade e avaliagao
comparativa fidedigna. Alguns aspetos fragilizam a comparagdo entre as
investigacdes realizadas o que limita a possibilidade de conclusdes consistentes.

A principal limitacdo deste estudo de metanalise, foi a heterogeneidade
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observada na avaliagdo de algumas frequéncias. Tal fato pode ser explicado pela
existéncia de poucos trabalhos sobre o tema, a maioria avaliando um pequeno numero
de animais, pouco conhecimento sobre a curva “dose x efeito da melatonina”, uso de
varias vias de administragao, diferentes drogas ototéxicas, sem a sinalizagdo de um
protocolo considerado “padrao-ouro” em modelos animais para estes testes.

Além disso considera-se uma importante limitagdo dos estudos realizados a
ndo avaliagdo das frequéncias mais altas (acima de 8000Hz). E nessa faixa de
frequéncias em que reconhecidamente ocorre a ototoxicidade. Assim, & possivel
supor que dados de avaliagao de frequéncias mais altas talvez possam apresentar
resultados com menor heterogeneidade tornando a metanalise ainda mais robusta e

conclusiva.
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7 CONCLUSAO

O resultado desta revisao sistematica e metanalise permitem concluir, por meio
de evidencias pré clinicas, que a melatonina € um agente promissor na protegao
contra os efeitos ototdxicos da cisplatina e dos aminoglicosideos nas frequéncias
5000Hz, 6000Hz e 8000Hz, minimizando a reducdo da amplitude das EOADP. O
mesmo efeito ndo foi observado nas frequéncias mais graves. Apesar do pequeno
numero de estudos avaliados, os resultados foram consistentes nas frequéncias mais
altas. Esta é a primeira avaliacdo conhecida do efeito otoprotetor da melatonina em
uma série de estudos experimentais e que mostra um potencial efeito contra a agao
téxica de antibidticos e quimioterapicos nas células ciliadas da coclea. Novos estudos
experimentais que busquem estabelecer uma curva dose-efeito da melatonina, a via
padrdo ouro para sua administragcao e preparo devem ser estimulados para definir o
seu real papel na otoprotecéo para futura translagao dos resultados para prevencao

da ototoxicidade humana.
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APENDICE A- ESTRATEGIA DE BUSCA UTILIZADA EM CADA BASE DE DADOS

Database

Descrigdo

Estratégia de Busca

LILACS

Latin-
American
and
Caribbean
Literature in
Science
Health,
published
since 1982.

(“Rodentia” OR “Rodentias” OR “Rodents” OR
“Rodent” OR “Castor Beaver” OR “Beavers” OR
“Beaver”) AND (“Ototoxicity” OR “Ototoxicities” OR
“Drug-Induced Ototoxicity” OR “Drug Induced
Ototoxicity” OR “Drug-Related Otological Toxicity”
OR “Drug Related Otological Toxicity” OR “Drug-
Related Otological Toxicities” OR “Drug-Induced
Otological Toxicity” OR “Drug Induced Otological
Toxicity” OR “Drug-Induced Otological Toxicities”
OR “Drug-Related Ototoxicity” OR “Drug Related
Ototoxicity” OR “Drug-Related Ototoxicities” OR
“Drug-Induced Cochleotoxicity” OR “Drug Induced
Cochleotoxicity” OR “Drug-Induced Cochlear
Toxicity” OR “Drug Induced Cochlear Toxicity” OR
“Drug-Induced Cochlear Toxicities” OR “Drug-
Related Cochlear Toxicity” OR “Drug Related
Cochlear Toxicity” OR “Drug-Related Cochlear
Toxicities” OR “Drug-Related Cochleotoxicity” OR
“Drug Related Cochleotoxicity”) AND ("Melatonin")

PubMed

Provided by
the National
Library of
Medicine
and National
Institute of
Health, it
includes
results of
Medline and
other
periodicals
in the area
of “Life
Science”,
compiled
since 1948.

("Rodentia"[Mesh] OR "Rodentia" OR "Rodentias"
OR "Rodents" OR "Rodent" OR "Castor Beaver"
OR "Beavers" OR "Beaver") AND
("Ototoxicity"[Mesh] OR  "Ototoxicity" OR
"Ototoxicities" OR "Drug-Induced Ototoxicity" OR
"Drug Induced Ototoxicity" OR "Drug-Related
Otological Toxicity” OR "Drug Related Otological
Toxicity" OR "Drug-Related Otological Toxicities"
OR "Drug-Induced Otological Toxicity" OR "Drug
Induced Otological Toxicity" OR "Drug-Induced
Otological Toxicities" OR "Drug-Related
Ototoxicity" OR "Drug Related Ototoxicity" OR
"Drug-Related Ototoxicities" OR "Drug-Induced
Cochleotoxicity" OR "Drug Induced
Cochleotoxicity" OR "Drug-Induced Cochlear
Toxicity" OR "Drug Induced Cochlear Toxicity" OR
"Drug-Induced Cochlear Toxicities" OR "Drug-
Related Cochlear Toxicity" OR "Drug Related
Cochlear Toxicity" OR "Drug-Related Cochlear
Toxicities" OR "Drug-Related Cochleotoxicity" OR
"Drug Related Cochleotoxicity") AND
("Melatonin"[Mesh] OR "Melatonin")
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Web of

science

It gives
access to
multiple
databases in
the areas of
science,
social
science, art
and

humanities.

“‘Rodentia” OR “rodentia” OR “Rodents” OR
“Rodent” OR “Castor Beaver” OR “Beavers” OR
“Beaver” (Tépico) and “Ototoxicity” OR
“ototoxicites” OR “Drug-Induced Ototoxicity” OR
“Drug Induced Ototoxicity” OR “Drug-Related
Otological Toxicity” OR “Drug Related Otological
Toxicity” OR “Drug-Related Otological Toxicities”
OR “Drug-Induced Otological Toxicity” OR “Drug
Induced Otological Toxicity” OR “Drug-Induced
Otological Toxicities” OR “Drug-Related
Ototoxicity” OR “Drug Related Ototoxicity” OR
“Drug-Related ototoxicites” OR “Drug-Induced
Cochleotoxicity” OR “Drug Induced
Cochleotoxicity” OR “Drug-Induced Cochlear
Toxicity” OR “Drug Induced Cochlear Toxicity” OR
“Drug-Induced Cochlear Toxicities” OR “Drug-
Related Cochlear Toxicity” OR “Drug Related
Cochlear Toxicity” OR “Drug-Related Cochlear
Toxicities” OR “Drug-Related Cochleotoxicity” OR
“Drug Related Cochleotoxicity”
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APENDICE B - ESTRATEGIA DE BUSCA UTILIZADA EM CADA BASE DE DADOS

Database Descrigdo

Estratégia de Busca

Abstracts and
citations of peer-
reviewed scientific
literature in the
Scopus )
areas of Science,
Technology,
Medicine and

Humanities.

(“Rodentia” OR “Rodentias” OR “Rodents” OR “Rodent” OR “Castor
Beaver” OR “Beavers” OR “Beaver”) AND (“Ototoxicity” OR “Ototoxicities”
OR “Drug-Induced Ototoxicity” OR “Drug Induced Ototoxicity” OR “Drug-
Related Otological Toxicity” OR “Drug Related Otological Toxicity” OR
Toxicities” OR
Toxicity” OR “Drug Induced Otological Toxicity” OR
Otological Toxicities” OR “Drug-Related Ototoxicity” OR “Drug Related
Ototoxicity” OR “Drug-Related Ototoxicities” OR
Cochleotoxicity” OR “Drug Induced Cochleotoxicity” OR “Drug-Induced

“Drug-Related Otological “Drug-Induced Otological

“Drug-Induced

“Drug-Induced

Cochlear Toxicity” OR “Drug Induced Cochlear Toxicity” OR “Drug-
Induced Cochlear Toxicities” OR “Drug-Related Cochlear Toxicity” OR
“Drug Related Cochlear Toxicity” OR “Drug-Related Cochlear Toxicities”
OR “Drug-Related Cochleotoxicity” OR “Drug Related Cochleotoxicity”)

Emphasis in
European literature
Embase in the areas of
biological Science

and health

(‘'rodent’/exp OR 'rodent:ab,ti OR 'hamsters":ab,ti OR 'gerbilsab,ti OR
'rodentia":ab,ti) AND (‘ototoxicity'/exp OR 'ototoxicity':ab,ti OR 'ototoxic
lesion":ab,ti OR 'ototoxicity prevention:ab,ti) AND (‘melatonin’/exp OR

'melatonin’:ab,ti OR 'melatonina’:ab,ti)




