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Objetivo

Avaliar os efeitos vasodilatadores da amiodarona em artérias
coronarias caninas empregando solugdes de amiodarona dissolvi-
da em polisorbato 80 ou em agua.

Métodos

Anéis de artéria coronaria, com e sem o endotélio integro,
foram imersos em solucdo de krebs e conectadas a um transdutor
para aferi¢cdo de for¢a isométrica promovida por contragao vascular.
As artérias foram expostas a concentracdes crescentes de polisor-
bato 80, amiodarona dissolvida em &gua, amiodarona dissolvida
em polisorbato 80 e uma apresentacdo comercial da amiodarona
(Cordarone). Os experimentos foram conduzidos na presenca e
na auséncia dos seguintes bloqueadores enzimaéticos: apenas in-
dometacina, Nw-nitro-L-arginina associada a indometacina e ape-
nas Now-nitro-L-arginina.

Resultados

O polisorbato 80 causou pequeno relaxamento ndo dependen-
te do endotélio. O Cordarone”, a amiodarona dissolvida em agua
e em polisorbato 80 promoveram relaxamento dependente do en-
dotélio, que foi de maior magnitude para a amiodarona dissolvida
em polisorbato e para o Cordarone”. Apenas a associacédo de
indometacina com a Nw-nitro-L-arginina foi capaz de abolir o
relaxamento dependente do endotélio provocado pela amiodarona
dissolvida em polisorbato 80.

Concluséo

Os resultados obtidos indicam que a vasodilatagdo promovida
pela amiodarona em artérias corondrias caninas é causada principal-
mente pela estimulagdo da liberagdo de o6xido nitrico e fatores
endoteliais relaxantes dependentes das ciclo-oxigenases.
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Objective

To assess the vasodilating effects of amiodarone on canine
coronary arteries by using solutions of amiodarone dissolved in
polysorbate 80 or water.

Methods

Rings of coronary arteries, with or without intact endothelium,
were immersed in Krebs solution and connected to a transducer
for measuring the isometric force promoted by a vascular con-
traction. The arteries were exposed to increasing concentrations
of polysorbate 80, amiodarone dissolved in water, amiodarone
dissolved in polysorbate 80, and a commercial presentation of
amiodarone (Cordarone). The experiments were conducted in
the presence of the following enzymatic blockers: only indome-
thacin, Na-nitro-L-arginine associated with indomethacin, and
only Na-nitro-L-arginine.

Results

Polysorbate 80 caused a small degree of nonendothelium-
dependent relaxation. Cordarone, amiodarone dissolved in watetr,
and amiodarone dissolved in polysorbate 80 caused endothelium-
dependent relaxation, which was greater for amiodarone dissolved
in polysorbate and for Cordarone. Only the association of indo-
methacin and Nw-nitro-L-arginine could eliminate the endo-
thelium-dependent relaxation caused by amiodarone dissolved
in polysorbate 80.

Conclusion

The results obtained indicate that vasodilation promoted by
amiodarone in canine coronary arteries is mainly caused by sti-
mulation of the release of nitric oxide and cyclooxygenase-de-
pendent relaxing endothelial factors.

Key words
endothelium, amiodarone, nitric oxide, cyclooxygenase,
coronary circulation.
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Atualmente, a amiodarona é utilizada, exclusivamente, como
um anti-arritmico, todavia, foi primariamente introduzida como
um vasodilatador para o tratamento da angina de peito*. Embora
seu efeito vasodilatador, muitas vezes evidenciado como hipotenséo
apo6s uso intravenoso? 2, seja bem conhecido, 0s mecanismos res-
ponsaveis pela vasodilatagdo ndo o sdo. Demonstrou-se que a
amiodarona e o seu metabolito, a N-desetilamiodarona, promo-
vem relaxamento dependente do endotélio em veias humanas* ®.
Entretanto, sdo escassas as informagfes quanto aos mecanismos
envolvidos no relaxamento de artérias sistémicas, sobretudo as
artérias coronarias.

N&o obstante os efeitos intrinsecos da amiodarona, sabe-se
que o polisorbato 80, solvente utilizado nas apresentagdes co-
merciais da amiodarona, pode influenciar o efeito de outras dro-
gas®*®, promover a liberacéo de histamina®, além de ser potencial-
mente lesivo para o endotélio'® 1. Tais efeitos podem ser clinica-
mente relevantes, levando a procura de apresentagdes aquosas
de amiodarona®?.

A presente investigacao foi elaborada com a finalidade de ava-
liar os efeitos vasodilatadores da amiodarona, bem como do poli-
sorbato 80, em artérias corondrias caninas, empregando solugdo
de amiodarona dissolvida em polisorbato 80, solugdo de amiodarona
diluida em &agua e solugédo de polisorbato 80 diluido em &gua.
Para avaliar, separadamente, cada uma das duas principais vias
de producdo e liberagdo de fatores endoteliais vasodilatadores
(6xido nitrico e prostaciclinas), os experimentos foram realizados
em presenca de inibidor da 6xido nitrico sintetase (Nw-Nitro-L-
arginina), das ciclo-oxigenases (indometacina) e de ambos.

Métodos

Cées mestigos (25-30 kg), livres de verminoses e de ambos
o0s sexos, foram anestesiados com tiopental sédico intravenoso
(30 mg/kg; Abbott Lab., Chicago, IL) e exanguinados mediante
seccdo das car6tidas. O térax foi rapidamente aberto e o cora-
¢do, ainda em atividade, foi retirado e imerso em solucédo de
Krebs gelada com a composi¢do molar: NaCl- 118,3; KCI- 4,7;
MgS04- 1,2; KH2P04- 1,22; CaCl2- 2,5; NaHCO03- 25,0 e
glicose, 11,1. A investigacao foi aprovada e realizada de acordo
com o estabelecido pelo Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratério publicado pelo US National Institutes of Health (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996), e das normas do Comité
Institucional para o Cuidado e Uso de Animais da Mayo Founda-
tion, Rochester, MN, EUA.

A artéria corondria circunflexa foi dissecada e um segmento
retirado. Anéis vasculares com 4 a 5 mm de comprimento foram
cuidadosamente obtidos a partir desse seguimento arterial. Os anéis
foram suspensos em camaras com capacidade de 25 ml, cheias
com solucdo de Krebs a 37 °C e aerada com mistura gasosa compos-
ta de 95% de O, e 5% de CO, (pH=7.4). Cada anel vascular foi
suspenso por dois ganchos de ago inoxidavel passados através do
limen dos vasos. Um gancho era preso ao fundo da camara e o
outro ao transdutor de forca Statham UC 2, Gould, Cleveland,
Ohio. Apos a estabilizagdo da preparacgéo, os anéis foram estirados
progressivamente até a tensdo preestabelecida de 10 g.

Em todos os experimentos a auséncia ou a presenca de endo-
télio integro foi averiguada pela resposta observada a dose Unica
de acetilcolina (10¢ M), apés contracdo induzida por 20 mM de
cloreto de potassio. A remogdo do endotélio foi realizada mecani-

camente, introduzindo-se o ramo de uma ping¢a delicada na luz do
vaso e rolando-o sob esse ramo da pinga.

Apos a averiguacao do estado funcional do endotélio os vasos
eram mantidos nas cdmaras cheias com solugdo de Krebs sem
drogas por 30 min antes do inicio dos experimentos.

Todos os experimentos foram realizados em paralelo, utilizan-
do-se pares de anéis vasculares compostos por um anel com en-
dotélio e outro sem o endotélio. Inicialmente foram obtidas cur-
vas concentragédo-resposta para a amiodarona dissolvida em agua
destilada (AMA) nas concentragdes de 10° M a 10“ M, para a
solugédo de amiodarona dissolvida em polisorbato 80 (AMPO) nas
concentracdo de 10°M a 10* M de amiodarona e de 10 * M a
108 M de polisorbato, para a solugdo de polisorbato 80 (10 3 M
to 10® M of polisorbato) e também para uma apresentacao co-
mercial da amiodarona (cordarone”, 10° M a 10* M de amioda-
rona). Todas as solugbes foram testadas simultaneamente em
anéis com endotélio e sem o endotélio.

O primeiro grupo de curvas concentragdo-resposta foi obtido
sem o bloqueio das ciclo-oxigenases ou da oxido nitrico sintetase.
Subsequentemente, foram obtidas curvas concentracéo-resposta
para amiodarona em agua (AMA) e em polisorbato 80 (AMPO) na
presenca de indometacina (2x10° M), indometacina (2x10° M)
em combinagdo com a Nw-Nitro-L-arginina (L-NA) (2x10“ M) e
L-NA (2x10* M) apenas. Os bloqueadores enzimaticos eram adicio-
nados 1h antes do inicio da obtengdo das curvas concentragdo-
resposta. Em todos os experimentos a prostaglandina F2a (2x10°
M) foi utilizada para contrair os vasos.

A acetilcolina, a indometacina, a prostaglandina F2a, a amio-
darona, o polisorbato 80 e a Nw-Nitro-L-arginina foram adquiri-
das da Sigma Chemical Company (St. Louis, Mo). O Cordarone”
(150mg/3ml) é do Wyeth Laboratories, Inc., U.S.A. Todas as
drogas foram preparadas com agua destilada, exceto a indometa-
cina que foi dissolvida em solugdo de NaHCO, (10° M), ou a
amiodarona quando dissolvida em polisorbato 80.

A solugdo de amiodarona em polisorbato 80 (AMPO) foi obti-
da dissolvendo-se polisorbato 80 em agua destilada de modo a
se obter uma solugdo com a concentracdo de inicial de 10° M
de polisorbato. A seguir, adicionava-se a solugéo a amiodarona
de modo a se obter concentracdo de amiodarona de 10# M. Esta
solugdo inicial de amiodarona e polisorbato foi utilizada para
obtencgdo das diluicBes subsequentes, e a concentragdo inicial
de polisorbato 80 (10° M) escolhida por ser a concentragao de
polisorbato 80, obtida ao se diluir 1 frasco de Cordarone® (150mg/
3ml, Wyeth Laboratories, Inc.) visando uma concentracdo de
amiodarona de 104 M.

Amiodarona dissolvida apenas em agua foi obtida diluindo-se
a amiodarona em agua destilada aquecida a 40°C e agitada com
ultra som em banho aquecido até obter-se uma solugéo limpida.

Os resultados estdo expressos como média = desvio padréo da
porcentagem do platd de contracdo induzida pela prostaglandina
F2a. O platd de contragéo, o ponto inicial da curva de concentragéo-
resposta, foi considerado como 0% de relaxamento. O “n” indica o
numero de animas dos quais foram tomados o0s anéis vasculares.

Os seguintes testes estatisticos foram utilizados: two-way
ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni e o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste para comparaces miltiplas de Dunn.
Utilizou-se o software GraphPad Prism, versdo 3.03 (GraphPad
Software, Inc.). As diferengas foram consideradas significativas
se p < 0.05.
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Resultados

N&o houve diferenca significativa entre os platds de contracéo
(tab. I) comparando artérias com e sem endotélio dentro do mes-
mo grupo experimental ou entre 0s grupos.

O relaxamento promovido pela AMA (fig. 1, n=9) em artérias
com endotélio variou de 0% a 57,0%=+17,9 %, e de 0,37 %=+
1.11% a 17.2%=+15.56 % em artérias sem endotélio. As diferen-
¢as foram significativas (p<<0.001) para as concentracfes de
3,16x10° M e 10* M.

O Cordarone” (fig. 1, n=6) provocou relaxamento que variou
de 0,4%=+1,02%, na concentragdo minima, a 94,40%=+10,10%,
na concentracdo maxima, em vasos com endotélio. Em vasos
sem endotélio o relaxamento variou de 0% a 40,26%=+18,44%.
As diferencas entre o relaxamento de vasos com e sem endotélio
foram significativas (p<<0,001) para as concentra¢Ges de amio-
darona de 3,16x10° e 10* M.

A solucéo de amiodarona em polisorbato (AMPO) (fig. 1, n=6)
promoveu relaxamento em artérias com endotélio que variou de
0%, na concentragdo minima, a 100%=+0% na concentracao
maxima. Em artérias sem endotélio, o relaxamento variou de 0%
a 28,46%=+13,87%. As diferencas entre artérias com e sem en-
dotélio foram significativas (p<<0,001) para as concentracdes de
10°Ma 104 M.

O polisorbato 80 provocou um discreto relaxamento tanto em
artérias com endotélio como naquelas sem endotélio (fig. 2, n=6).
O relaxamento méaximo em artérias com e sem endotélio foi de
27,43%+24,10% e 18,35%=+15,08%, respectivamente. A dife-
renca néo foi significativa. E interessante que a adigdo de uma
dose Unica de amiodarona dissolvida em agua (104 M) apés a
Ultima dose da curva concentragdo-resposta para o polisorbato
80 (10® M) provocou relaxamento imediato de 99,37%=1,39%
nas artérias com endotélio e de 24,55%=+15,28 % nas artérias
sem endotélio (p<0,001).

Comparando-se as curvas obtidas com o Cordarone” aquelas
obtidas com a amiodarona em polisorbato (AMPO), observamos
que apenas para a concentracdo de 10 M houve diferenca no
relaxamento, com a AMPO promovendo relaxamento maior que
aquele promovido pela amiodarona comercial (p<0,01), nas arté-
rias com endotélio.

Amiodarona Causa Vasodilatacdo Dependente do Endotélio em Artérias Coronarias Caninas

Assim, como o polisorbato 80 provocou relaxamento discreto
e independente do endotélio e o relaxamento promovido pela AMPO
foi similar aquele promovido pela amiodarona comercial, os experi-
mentos subseqiientes foram realizados apenas com amiodarona
dissolvida em &gua (AMA) e a amiodarona dissolvida em solugéo
de polisorbato 80 (AMPO).

A presenca de indometacina (2x10° M) provocou um desvio
significativo para a direita da curva concentragdo-resposta (p<<0,05)
para a AMA (fig. 3, n=6), todavia, na maxima concentracdo (10*
M) o relaxamento observado em vasos com endotélio ainda foi
significativamente maior (38,81% = 15,07%, p<<0.001) aquele
observado em vasos sem o endotélio (13.35% =+ 6.63%).

A indometacina néo afetou significativamente o relaxamento
provocado pela AMPO (fig. 3, n=6). O relaxamento em artérias
com endotélio variou de 0% a 85,76%=%19,90%, e de 0% a
16,75%=+8,30% nos vasos sem endotélio. A diferenca de relaxa-
mento entre 0s vasos com e sem endotélio foi significante (p<<0,001)
para as concentracdes de 10° a 10 M.

A Na>-Nitro-L-Arginina (L-NA) (2x10* M) aboliu o relaxamen-
to dependente do endotélio provocado pela AMA (fig. 4, n=6),
desde que diferencas significativas ndo foram observadas entre o
relaxamento de vasos com e sem endotélio. Embora a Nw-Nitro-
L-Arginina tenha causado algum desvio & direita da curva concen-
tracdo-resposta, ela ndo inibiu o relaxamento dependente do en-
dotélio provocado pela AMPO (n=6, maximo de 88,73%+
15,67%). Observou que o relaxamento obtido com as concentra-
cOes de 3,16x10° M e 10* M de AMPO foi significativamente
maior nas artérias com endotélio (p<<0,001).

A combinagdo da Nw-Nitro-L-arginina (2x10* M) com a indo-
metacina (2x 10° M) aboliu completamente o relaxamento depen-
dente do endotélio promovido tanto pela AMA como pela AMPO
(fig. 5, n=6), uma vez que nao se observou diferenga significativa
entre o relaxamento de artérias com e sem endotélio para ambas
as drogas, embora algum relaxamento independente do endotélio
ainda tenha ocorrido.

Discussao

Como salientamos, anteriormente, ja se demonstrou que a
amiodarona e seu metabolito, a N-desetilamiodarona, causam

Tabela | - Platd de contragéo, em g, das curves de concentragéo-resposta

Solugéo Platd de contracéao (g)
Sem Indometacina L-NA Indometacina +
bloqueadores L-NA

amiodarona comercial

com endotélio 10,22+4,32

sem endotélio 9,80+3,76
amiodarona em agua

com endotélio 6,75+3,60 8,20+4,36 8,10%+2,70 8,68+1,210

sem endotélio 6,93+1,93 8,56+2,70 6,00+3,87 7,28+2,958
amiodarona em polisorbato 80

com endotélio 10,00+ 2,88 7,02+2,81 9,26+4,41 7,50+1,57

sem endotélio 8,840+2,39 7,28+2,20 9,22+3,08 7,65+2,03
polisorbato 80

com endotélio 5,62+2,90

sem endotélio 7,13+2,28

Os resultados estdo expressos como média+desvio padrdo. As diferencas ndo sdo significativas.
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Fig. 1 - Curva concentragdo-resposta para a apresentagéo comercial da amioda-
rona (Cordarone”), amiodarona dissolvida em agua (AMA) e em polisorbato 80
(AMPO), em artérias coronérias caninas com (simbolos cheios) e sem (simbolos
vazios) endotélio, contraidos com prostaglandina F2a (2.5 x 10 M). Os resulta-
dos estéo expressos como média+desvio padrdo. * indica p<0.001 comparado
com AMA e A indica p<0,001 comparando artérias com e sem endotélio.
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Fig. 2 - Curva concentragdo-resposta para o polisorbato 80 em artérias coronérias
caninas. A seta aponta para o relaxamento promovido por dose Unica de
amiodarona dissolvida em &gua (10 M) ap6s a Ultima concentragéo de polisorbato
ter sido adicionada (10-°M). Os resultados estdo expressos como médiaxdesvio
padrdo * indica p< 0,001 comparando artérias com e sem endotélio.
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Fig. 3 - Curva concentragédo-resposta para amiodarona diluida em agua (AMA)
e em polisorbato 80 (AMPO) em artérias corondrias caninas na presencga de
indometacina (2x 10-° M) e contraidas com prostaglandina F2a (2.5 x 10 M).
Os resultados estdo expressos como média+desvio padrédo * indica p< 0.001
comparado com AMA e A indica p<0,001 comparando artérias com e sem
endotélio.

relaxamento dependente do endotélio em veias humanas de modo
similar ao que observamos nas artérias corondrias de cées, embo-
ra naquelas investigacfes apenas a amiodarona dissolvida em po-
lisorbato tenha sido utilizada*®.

Nossos resultados demonstraram que a amiodarona promo-
ve relaxamento que é em sua maior magnitude dependente do
endotélio em artérias coronarias de caes. Todavia, parece-nos
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Fig. 4 - Curva concentragdo-resposta para amiodarona diluida em agua (AMA)
e em polisorbato 80 (AMPO) em artérias corondrias caninas na presenca de Nw-
nitro-L-arginina (2x10** M) e contraidas com prostaglandina F2a (2.5 x10 M).
Os resultados estdo expressos como média+desvio padrdo. * indica p< 0.001
comparado com AMA e A indica p<0,001 comparando artérias com e sem
endotélio.
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Fig. 5 - Curva concentracdo-resposta para amiodarona delida em agua (AMA) e
em polisorbato 80 (AMPO) em artérias corondrias caninas na presenca de Nw-
nitro-L-arginina (2x10* M) em combinagdo com a indometacina (2x10° M) e
contraidas com prostaglandina F2a (2.5 x10¢ M). Os resultados estdo expres-
sos como médiaz+desvio padrdo. N&o ha diferengas significativas entre artérias
com e sem endotélio.

que a presenca do solvente polisorbato influencia tal vasodilata-
¢80, uma vez que o polisorbato 80 sozinho nédo provocou relaxa-
mento dependente do endotélio, mas sua associa¢do com a amio-
darona influenciou significativamente a magnitude do relaxamento
dependente do endotélio.

Observando-se os resultados obtidos com amiodarona dissol-
vida em agua constata-se que o blogueio isolado das ciclo-oxige-
nases diminuiu, mas ndo aboliu, a vasodilata¢do. Todavia, o blo-
queio isolado da 6xido nitrico sintetase bloqueou a vasodilatagdo
promovida pela amiodarona em agua. Tal fato salienta a maior
importancia do 6xido nitrico na vasodilatagdo promovida pela amio-
darona. No entanto, somente a inibicdo simultdnea das ciclo-
oxigenases e da o6xido nitrico sintetase aboliu a vasodilatagdo pro-
movida pela amiodarona dissolvida em polisorbato 80. Se o poli-
sorbato 80 atuou meramente promovendo melhor solubilizagdo
da amiodarona ou se ele também modulou os efeitos da amioda-
rona, em ambas as situacgdes, propiciando a ampliacéo do efeito
vasodilatador da amiodarona, é matéria para especulagoes.

Ha evidéncias de que surfactantes, como os polisorbatos, po-
dem influenciar a atividade enzimatica do acido aracddnico. De-
monstrou-se que os surfactantes reduzem significativamente a ini-
bicdo promovida pelo substrato das 15-lipoxigenases® e promo-
vem liberacéo de 4cido aracdbnico'#'®. Ademais, demonstrou-se
que o polisorbato 80 pode facilitar o transporte de diversos ions
(K*, Na*, NH4+, Ca**) e moléculas inorganicas através de modelos
de membrana®'®. H4 evidéncias, ainda, de que os polisorbatos
também podem modular a sensibilidade a certos agentes anti-
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tumorais, aumentando o transporte desses agentes através da
membrana ou facilitando sua interagdo com as mesmas®*°, visto
que a amiodarona é uma droga altamente lipofilica°.

Estudos in vivo também sugerem que os polisorbatos n&o séo
inertes e podem influenciar os efeitos sistémicos da amiodaro-
na’®2 embora outros autores tenham demonstrado que o poli-
sorbato pode lesar o endotélio vascular com concentragdes maio-
res que as utilizadas por ns*510:11,

O mecanismo exato pelo qual a amiodarona promove a libera-
¢do de fatores endoteliais relaxantes ndo é completamente conhe-
cido, mas demonstrou-se que a amiodarona?? e a N-desetilamio-
darona® promovem um aumento sustentado nas concentracdes
de célcio citoplasmatico nas células endoteliais. Tal elevagéo do
calcio pode desencadear a ativagdo das vias dependentes da cal-
modulina e que resultam na liberag¢do de fatores vasodilatadores.
Ademais, h4 evidéncias de que a amiodarona estimula receptores
tipo proteina-G 24

Ainda que os resultados demonstrem claramente que a libera-
¢éo de fatores endoteliais é o principal mecanismo de relaxamento
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vascular, os resultados obtidos com a inibi¢do simultanea das ciclo-
oxigenases e da 6xido nitrico sintetase também demonstram que a
amiodarona provoca alguma vasodilatacdo ndo dependente do en-
dotélio (fig. 5), pois nota-se discreto relaxamento semelhante en-
tre artérias com e sem endotélio, fato este que pode estar relacionado
as suas propriedades bloqueadora de canais de calcio?®.

Embora a hipotenséo apés o uso intravenoso de amiodarona
seja um efeito adverso conhecido? * 25, varios mecanismos, além
da liberagdo de fatores relaxantes endoteliais, podem ser os respon-
saveis in vivo. Demonstrou-se que a amiodarona pode provocar
reducdo do desempenho cardiaco e/ou induzir a um estado de
baixa resisténcia vascular periférica devido a um efeito bloqueador
alfa-adrenérgico®’?8. Ademais, o polisorbato, presente na formu-
lacdo comercial da amiodarona, pode causar liberagdo de hista-
mina °, podendo resultar em hipotensao.

Concluindo, nossos resultados indicam que a vasodilatagdo
promovida pela amiodarona em artérias coronérias caninas é causa-
da principalmente pela estimulac¢ao da liberacdo de 6xido nitrico
e fatores endoteliais relaxantes dependentes das ciclo-oxigenases.
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