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Introducdo: A maioria dos estudos experimentais sobre a toxicidade pulmonar induzida por
amiodarona tem sido realizada em ratos machos da linhagem Fischer-344. Objetivos: Investigar o
efeito da amiodarona sobre o peso corporeo e sobre determinantes morfol6gicos e citopatolégicos do
pulm&o em outras linhagens de ratos de ambos os sexos. Métodos: Grupos de ratos machos e de
fémeas das linhagens Wistar, Wistar-Kyoto (WKY) e espontaneamente hipertenso (SHR) receberam, por
gavagem, durante quatro semanas, 175mg/kg/dia de amiodarona em suspensao salina. Os grupos
controles receberam apenas salina. Foram estudados ganho de peso corpéreo, celularidade total e
diferencial do lavado broncoalveolar (LBA) e histopatologia dos pulm®&es. Resultados: Mortalidade
pela amiodarona foi observada nos ratos wky tratados, sendo maior em machos. Animais SHR
tratados de ambos 0s sexos apresentaram o menor ganho de peso entre as linhagens estudadas. Ratos
machos Wistar e SHR tratados apresentaram maior ganho de peso do que as fémeas das suas
respectivas linhagens. O LBA de ratos SHR tratados de ambos os sexos era hemorragico. A celularidade
do LBA foi maior em machos tratados (WKy > Wistar > SHR). Entretanto, nos machos e fémeas WKy a
contagem diferencial mostrou o menor percentual de macréfagos e o maior de neutréfilos entre as
trés linhagens. Macréfagos do LBA de ratos Wistar tratados apresentavam fosfolipidose, enquanto a
maioria dos macréfagos de ratos SHR tratados eram normais. No exame anatomopatolégico dos
pulmdes, ndo houve diferencas entre os sexos e ndo foi observada pneumonite. Em ratos Wistar o
exame foi caracterizado pela acentuada quantidade de macréfagos “espumosos” intra-alveolares, em
ratos WKy, por inimeros abscessos intraparenquimatosos e em ratos SHR, pela hemorragia alveolar.
Conclusfes: 1) a amiodarona induz em ratos Wistar maior quantidade de macréfagos espumosos do
que nas linhagens WKy e SHR, embora no modelo utilizado eles ndo desenvolvam pneumonite; 2) a
amiodarona tem maior efeito sobre os determinantes morfolégicos e citopatolégicos do pulméao em
animais do sexo masculino. (J Pneumol 2002;28(6):309-16)

Study on the effect of amiodarone on the body weight and
on lung morphologic and cytopathologic parameters of
male and female Wistar, Wistar-Kyoto, and SHR rats

Introduction: Most of the experimental studies on amiodarone-induced pulmonary toxicity have
been performed in male Fischer-344 rats. Objective: To investigate the effect of amiodarone on
body weight and on lung morphological and cytopathologic parameters in both genders of other
rat strains. Methods: Groups of male and female Wistar, Wistar-Kyoto (wKy) and spontaneously
hypertensive (SHR) rats received, 175 mg/kg/day of amiodarone suspended in saline by gavage for
four weeks. Controls received saline alone. Body weight gain, total cellularity, and differential of
the bronchoalveolar lavage (BAL) and lung histopathology were studied. Results: Mortality due to
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amiodarone was observed in treated wkY rats, mostly in males. Treated male and female sHR
animals had less body weight gain among all strains studied. Male Wistar and SHR treated rats
presented more body weight gain than females of the respective strains. BAL of treated SHR rats
were hemorrhagic. BAL cellularity was higher in treated males (WKY > Wistar > sHR). In wky males
and females, however, the differential count showed a lesser percent of macrophages and higher
of neutrophils than in the other strains. BAL macrophages of treated Wistar rats presented
phospholipidosis, whereas most macrophages of treated sHR rats were normal. In lung
anatomicopathologic examination, no difference was found related to gender and no pneumonitis
was observed. In Wistar rats, the examination was characterized by a marked quantity of intra-
alveolar “foamy” macrophages, numerous intraparenchymal abscesses were found in wky rats,
and alveolar hemorrhage was present in SHR rats. Conclusions: 1) amiodarone induces more
foamy macrophages in Wistar rats than in the wky and sHR strains, although they do not develop
pneumonitis in the model used; 2) amiodarone has greater effect on lung morphological and
cytopathologic parameters of male rats.

Descritores — Amiodarona. Fosfolipidose. Pneumonite droga-in-
duzida. Pneumonite experimental.
Key words — Amiodarone. Drug-induced pneumonitis. Experimen-
tal pneumonitis. Phospholipidosis.

INTRODUCAO

Amiodarona é um derivado benzofurano iodado do gru-
po farmacologico das drogas anfifilicas catidnicas descri-
to, em 1960, como vasodilatador coronariano® e usado,
desde 1985, no tratamento das taquiarritmias ventricula-
res?3), Embora seja um anti-arritmico efetivo, provoca
diversos efeitos colaterais em 60 a 93% dos individuos
que fazem uso da droga, tais como depositos corneanos
secundarios a pigmentacao do epitélio, alteracdes tireoi-
dianas e hepaticas, insuficiéncia cardiaca, bradicardia,
neurotoxicidade e fibrose pulmonar?®. Desses, 0 mais
sério é a toxicidade pulmonar, caracterizada por pneu-
monite intersticial — que ocorre em 5 a 7% dos individuos
tratados com amiodarona — e que, em geral, evolui para
fibrose pulmonar®9. Acomete predominantemente indi-
viduos do sexo masculino com mais de 50 anos®® e sua
mortalidade esta estimada em torno de 5 a 10% dos ca-
505?6),

A amiodarona, assim como outras drogas anfifilicas
cationicas, induz fosfolipidose em células de diversos teci-
dos@6.10-13): células pulmonares, hepaticas, células de
Schwann, células endoteliais, pele, cornea e leucocitos
periféricos. Esse fenébmeno - indicativo de distdrbio no
catabolismo intracelular de fosfolipides — manifesta-se
morfologicamente pela presenca de inclusbes lamelares
ricas em gordura.

Na toxicidade pulmonar induzida por amiodarona o
aspecto proeminente é o desenvolvimento de fosfolipido-
se em varios tipos de células, como macrofagos alveola-
res, células endoteliais, células epiteliais tipo I, células
intersticiais e fibroblastos® 71015, Varios estudos descre-
vem aumento da celularidade do lavado broncoalveolar
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Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho

HE - Hematoxilina-eosina

LBA - Lavado broncoalveolar

PNM - Polimorfonuclear

SHR - Spontaneously hipertensive rat
WKY - Wistar-Kyoto

(LBA), mas os resultados sé@o conflitantes sobre a conta-
gem diferencial de células, havendo relatos de predomi-
nio de macrofagos, de linfécitos e de neutrofilos®6-23, Em
geral, macréfagos alveolares de pacientes e de animais
tratados com amiodarona, independentemente do desen-
volvimento ou ndo da pneumonite, apresentam fosfolipi-
dose, sendo denominados macrofagos “espumosos”®8:
11,13,14,17)_

A literatura mostra que a suscetibilidade a amiodarona
varia entre diferentes linhagens de ratos. Ratos Fischer-
344 desenvolvem inflamagdo pulmonar com doses relati-
vamente pequenas do farmaco por tempo de administra-
cdo curtoit®12, Em ratos da linhagem Wistar, Wilson et
al.®2 ndo conseguiram induzir pneumonite com a droga
e ndo observaram alteracGes significativas na celularida-
de do LBA. Por outro lado, Carvalho et al.?¥ induziram,
em ratos Wistar, processo inflamatério pulmonar utilizan-
do amiodarona por via oral em doses pequenas e por
tempo prolongado (trés meses). Nesse estudo, observa-
ram também que, com poucas semanas de uso da droga,
0s macrofagos alveolares apresentam alteragdes ultra-es-
truturais que precedem as lesfes teciduais, as quais s&o
caracterizadas por areas focais de infiltrado de linfécitos,
plasmécitos e macrofagos, diferentes do padrao intersti-
cial difuso, espessamento de septos alveolares relatado
em outras linhagens de ratos e em humanos.

Considerando que a suscetibilidade a amiodarona varia
em diferentes linhagens de ratos, que humanos do sexo
masculino sdo mais suscetiveis a droga do que os do sexo
feminino e que os estudos sobre a celularidade do LBA na
toxicidade por amiodarona, em humanos e em animais
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de experimentacdo, mostram resultados variaveis, o ob-
jetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da amioda-
rona sobre o peso corpéreo e sobre determinantes mor-
fologicos e citopatoldgicos do pulmao em ratos machos e
fémeas das linhagens Wistar, Wistar-Kyoto (wky) e es-
pontaneamente hipertenso (SHR).

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental — Foram utilizados 40
ratos de cada uma das linhagens Wistar, wKy e SHR, com
idade entre oito e 10 semanas. Todos 0s animais eram
procedentes do Biotério Central do Campus de Botucatu
da Unesp, alojados em caixas para 10 animais no Bioté-
rio do Laboratdrio Experimental do Departamento de Cli-
nica Médica, e receberam dieta apropriada e agua ad li-
bitum.

Esquema de estudo de cada linhagem:

G1 - 10 ratos machos tratados com amiodarona por
quatro semanas.

G2 - 10 ratos machos tratados com salina por quatro
semanas.

G3 - 10 ratos fémeas tratados com amiodarona por
quatro semanas.

G4 - 10 ratos fémeas tratados com salina por quatro
semanas.

Os animais dos grupos tratados com amiodarona rece-
beram 175mg/kg/dia de cloridrato de amiodarona (An-
coron — Libbs) diluido em 2ml de solucéo salina, por ga-
vagem, cinco dias por semana. Os animais dos grupos
controles receberam o mesmo volume de solucéo salina.

O sacrificio foi feito com éter sulfdrico, sendo realiza-
dos esternotomia e exposicdo da traquéia e dos pulmdes
e LBA in situ. Em seguida, os pulmdes foram retirados
em bloco e fixados em formalina a 10% por 24 horas,
incluidos em parafina, cortados na espessura de 5um e
corados pela hematoxilina-eosina (HE).

Os pesos dos animais foram registrados diariamente,
sendo calculado, ao término do estudo, o diferencial de
peso (peso final — peso inicial).

Técnica do LBA — A traquéia foi canulada e 3ml de
solucgdo salina tamponada (PBS) estéril foi instilada e aspi-
rada dos pulm®es, com uso de seringa, por cinco vezes.
Este procedimento foi feito por trés vezes massageando-
se gentilmente os pulmdes, recuperando-se um volume
de aproximadamente 8ml.

Contagem do numero total e do diferencial de
células presentes no LBA — O nimero total de células
foi determinado adicionando-se 10pl de solucéo cristal
violeta a 0,5% em acido acético glacial a 30% a 90ul de
suspensdo celular. A contagem foi realizada em camara
hemocitométrica de Neubauer e os resultados expressos
em ndmero absoluto de células. Para contagem diferen-
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cial, a suspenséo celular do LBA foi ajustada para a con-
centragdo de 1 x 108 células/ml e 200ul foram centrifu-
gados por cinco minutos a 1.500rpm. Em seguida, a la-
mina foi removida, fixada em acetona por 12 horas e
corada pelo método do Shorr. O percentual de macrofa-
gos, linfécitos e polimorfonucleados (PMN) foi determina-
do contando-se 200 células com objetiva de aumento
100x.

Exame histopatoldgico dos pulmdes - As lami-
nas coradas por HE foram examinadas quanto ao padrdo
(focal ou difuso) e o tipo de celularidade do infiltrado in-
flamatorio intersticial. A presenca de macrofagos alveola-
res “espumosos” intra-alveolares foi quantificada, de acor-
do com a extensao de alvéolos comprometidos, de 1+ a
4+. A interpretacdo foi realizada sem que o examinador
tivesse conhecimento do grupo ao qual pertencia 0 mate-
rial examinado.

Andlise estatistica - Foi realizada a analise da va-
ridncia do esquema fatorial 2 x 2 x 3 (sexo, grupo e linha-
gem) no estudo inteiramente casualizado, complementa-
do com o teste de comparag6es mltiplas de Tukey®®. Os
resultados dos testes foram expressos em letras maidscu-
las e minudsculas, mostrando significancia estatistica quando
estas letras ndo sdo coincidentes. As estatisticas calcula-
das foram consideradas significativas quando p < 0,05.

REsuLTADOS

A média e o desvio padrdo da variaveis estudadas con-
forme linhagem, grupo de tratamento e sexo estdo ex-
pressos na Tabela 1. As médias e os resultados do teste
estatistico das comparacdes linhagem e sexo nos grupos
controles, linhagem e sexo nos grupos tratados, linha-
gem e grupo nos machos, linhagem e grupo nas fémeas
estdo expressos, respectivamente, nas Tabelas 2 a 5.

Mortalidade, peso corporal, celularidade total e
diferencial do LBA e exame anatomopatolégico
dos pulmdes nas diferentes linhagens

Linhagem Wistar — Nenhum rato desta linhagem morreu
durante o experimento. Os machos tratados e controles
apresentaram diferencial de peso significativamente maior
que as fémeas tratadas e controles, respectivamente; o
diferencial de peso foi significativamente menor nos ani-
mais tratados de ambos o0s sexos em relacdo aos contro-
les. Os machos tratados apresentaram maior nimero de
células no LBA que as fémeas tratadas e que os machos
controles. A contagem diferencial de células mostrou pre-
dominio acentuado de macrofagos (a maioria “espumo-
s0s”), poucos linfdcitos e raros PMN, ndo havendo dife-
renca significante entre os grupos ou entre os sexos. Os
exames anatomopatolégicos dos pulmdes de machos e
fémeas tratados revelaram grande quantidade de macro-
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Média + desvio padrdo das variaveis estudadas conforme linhagem, grupo de tratamento e sexo

TABELA 1

Linhagem Grupo Sexo Variavel
Dif. peso (g) LBA (X10¢) MA (%) Linf. (%) PMN (%)
Wistar Controle M 118,00 + 14,23 17,32 £ 4,39 96,00 + 2,35 3,10+ 1,59 0,90 + 1,37
F 77,60 + 6,75 19,61 + 8,27 96,20 + 2,09 3,50 + 2,22 0,30 + 0,67
Tratado M 103,00 + 19,89 29,60 + 4,48 95,40 + 2,22 2,40 £ 1,26 2,20 + 2,04
F 50,10 + 3,66 19,93 £ 8,90 97,30 £ 2,11 2,00 +1,33 0,70+ 0,94
WKY Controle M 75,80 £5,11 18,54 + 4,65 96,90 + 2,51 2,40 + 1,83 0,70 + 1,33
F 69,90 + 6,47 15,93 £ 2,55 97,70 £ 2,16 1,80+ 1,54 0,50 + 0,97
Tratado M 65,87 + 7,19 56,27 + 10,06 63,62 + 16,74 11,50 + 8,15 24,87 + 11,03
F 58,22 + 3,59 54,88 + 17,06 67,44 + 10,60 4,33 +5,12 28,22 + 8,70
SHR Controle M 60,00 + 9,80 12,51 + 3,79 97,20 + 1,98 2,10+ 1,19 0,70+ 0,94
F 29,20 + 2,44 12,48 + 6,05 94,70 + 2,40 4,70 +£2,21 0,60 + 1,07
Tratado M 35,30 + 16,76 20,12 + 7,09 97,70 + 2,62 2,30 £ 2,62 0,00 + 0,00
F 11,50 + 84,20 13,85+ 5,26 97,20 £ 2,52 2,70 + 2,58 0,10+ 0,31

Dif. peso, diferencial de peso; F, feminino; LBA, nimero de células do lavado broncoalveolar; Linf., linfécito; M, masculino; MA, macréfago; PMN, polimorfonuclear; SHR,
spontaneously hypertensive rat; WKY, Wistar-Kyoto.

TABELA 2
Média e resultado do teste estatistico da comparagédo linhagem e sexo no grupo controle

Linhagem Sexo Variavel

Dif. peso (g)  LBA (X109) MA (%) Linf. (%)  PMN (%)

Wistar M 118,00 bC 17,32 aA 96,00 aA 3,10 aA 0,90 aA
F 77,60 aB 19,61 aA 96,20 aA 3,50 aA 0,30 aA

WKY M 75,80 aB 18,54 aA 96,90 aA 2,40 aA 0,70 aA
F 69,90 aB 15,93 aA 97,70 aA 1,80 aA 0,50 aA

SHR M 60,00 bA 12,51 aA 97,20 aA 2,10 aA 0,70 aA
F 29,20 aA 12,48 aA 94,70 aA 4,70 aA 0,60 aA

Dif. peso, diferencial de peso; F, feminino; LBA, nimero de células do lavado broncoalveolar; Linf., linfocito; M, masculino; MA,
macréfago; PMN, polimorfonuclear; SHR, spontaneously hypertensive rat; WKY, Wistar-Kyoto.

Letras minusculas (a, b, ¢) = Comparacao sexo/linhagem

Letras maiusculas (A, B, C) = Comparacao linhagem/sexo

TABELA 3
Média e resultado do teste estatistico da comparacgao linhagem e sexo no grupo tratado

Linhagem Sexo Variavel

Dif. peso (g)  LBA (X109) MA (%) Linf. (%)  PMN (%)

Wistar M 103,00 bC 29,60 bB 95,40 aB 2,40 aA 2,20 aA
F 50,10 aB 19,93 aA 97,30 aB 2,00 aA 0,70 aA

WKY M 65,87 aB 56,27 aC 63,62 aA 11,50 bB 24,88 aB
F 58,22 aB 54,88 aB 67,44 aA 4,33 aA 28,22 aB

SHR M 35,30 bA 20,12 aA 97,70 aB 2,30 aA 0,00 aA
F 11,50 aA 13,85 aA 97,20 aB 2,70 aA 0,10 aA

Dif. peso, diferencial de peso; F, feminino; LBA, nimero de células do lavado broncoalveolar; Linf., linfocito; M, masculino; MA,
macréfago; PMN, polimorfonuclear; SHR, spontaneously hypertensive rat; WKY, Wistar-Kyoto.

Letras minuUsculas (a, b, ¢) = Comparacao sexo/linhagem

Letras maiusculas (A, B, C) = Comparacao linhagem/sexo
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TABELA 4
Média e resultado do teste estatistico da comparagédo linhagem e grupo nos machos

Linhagem Grupo Variavel

Dif. peso (g) LBA (X10¢) MA (%) Linf. (%) PMN (%)

Wistar Controle 118,00 bC 17,32 aA 96,00 aA 3,10 aA 0,90 aA
Tratado 103,00 aC 29,60 bB 95,40 aB 2,40 aA 2,20 aA

WKY Controle 75,80 bB 18,54 aA 96,90 bA 2,40 aA 0,70 aA
Tratado 65,87 aB 56,27 bC 63,62 aA 11,50 bB 24,88 bB

SHR Controle 60,00 bA 12,51 aA 97,20 aA 2,10 aA 0,70 aA
Tratado 35,30 aA 20,12 bA 97,70 aB 2,30 aA 0,00 aA

Dif. peso, diferencial de peso; F, feminino; LBA, nimero de células do lavado broncoalveolar; Linf., linfécito; M, masculino; MA, macré-
fago; PMN, polimorfonuclear; SHR, spontaneously hypertensive rat; WKY, Wistar-Kyoto.

Letras minusculas (a, b, c) = Comparagédo grupo/linhagem
Letras maitsculas (A, B, C) = Comparacao linhagem/grupo

TABELA 5
Média e resultado do teste estatistico da comparagéao linhagem e grupo nas fémeas

Linhagem Grupo Variavel

Dif. peso (g) LBA (X10°) MA (%) Linf. (%) PMN (%)

Wistar Controle 77,60 bB 19,61 aA 96,20 aA 3,50 aA 0,30 aA
Tratado 50,10 aB 19,93 aA 97,30 aB 2,00 aA 0,70 aA

WKY Controle 69,90 bB 15,93 aA 97,70 bA 1,80 aA 0,50 aA
Tratado 58,22 aB 54,88 bB 67,44 aA 4,33 aA 28,22 bB

SHR Controle 29,20 bA 12,48 aA 94,70 aA 4,70 aA 0,60 aA
Tratado 11,50 aA 13,85 aA 97,20 aB 2,70 aA 0,10 aA

Dif. peso, diferencial de peso; F, feminino; LBA, nimero de células do lavado broncoalveolar; Linf., linfécito; M, masculino; MA, macro-
fago; PMN, polimorfonuclear; SHR, spontaneously hypertensive rat; WKY, Wistar-Kyoto.

Letras minusculas (a, b, c) = Comparacao grupo/linhagem
Letras maiUsculas (A, B, C) = Comparagéo linhagem/grupo

fagos “espumosos” intra-alveolares (+3) e areas de infil-
trado linfoplasmocitario perivascular discreto. Os septos
alveolares encontravam-se integros.

Linhagem wkY — Entre os animais dos grupos tratados
a taxa de mortalidade foi de 20% entre os machos (2/10)
e de 10% entre as fémeas (1/10). O diferencial de peso
corpoéreo foi menor nos ratos tratados de ambos o0s sexos
em relacdo aos controles. Machos e fémeas apresenta-
ram maior nimero de células no LBA em relagdo aos seus
respectivos controles. Além disso, esses animais apresen-
taram, em relagdo aos seus controles, menor quantidade
de macrofagos, raramente “espumosos”, e aumento sig-
nificativo no percentual de PMN. Os machos tratados apre-
sentaram, ainda, maior percentual de linfocitos no LBA
que as fémeas tratadas e que os machos controles. O exa-
me anatomopatoldgico dos pulm&es dos animais trata-
dos, de ambos os sexos, revelou infiltrado linfoplasmoci-
tario perivascular e peribrénquico moderado, com intenso
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infiltrado inflamatorio neutrofilico alveolar e intersticial,
além da formacédo de multiplos abscessos pulmonares. A
presenca de macrofagos “espumosos” foi discreta, varian-
do de 1+ a 2+.

Linhagem SHR — Nenhum rato desta linhagem morreu
durante o experimento. O diferencial de peso dos ma-
chos tratados e controles foi maior em relagédo as fémeas
tratadas e controles, respectivamente. Os animais trata-
dos, de ambos 0s sexos, apresentaram diferencial de peso
menor que 0s animais dos grupos controles. Machos tra-
tados apresentaram maior nimero de células no LBA que
0s machos do grupo controle. Na analise diferencial da
populacéo celular presente no LBA dos grupos tratados e
controles havia predominio acentuado de macréfagos (ra-
ros “espumosos”), poucos linfécitos e raros PMN, sem di-
ferenca entre os sexos. Machos e fémeas tratados apre-
sentaram, ao exame anatomopatologico dos pulmdes,
hemorragia alveolar importante, com infiltrado inflama-
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Figura 1 — Microscopia Optica de pulm&o de rato tratado com amiodarona. A) Linhagem Wistar: numerosos macrofagos “espumosos” intra-
alveolares (setas). Hematoxilina-eosina x100. B) Linhagem WKY: infiltrado neutrofilico (cabega de seta) e raros macréfagos “espumosos”
(setas). Hematoxilina-eosina x40. C) Linhagem SHR: hemorragia alveolar intensa, colapso alveolar e raros macroéfagos “espumosos” (setas).
Hematoxilina-eosina x40.

Figura 2 — Microscopia Optica de lavado bronco-alveolar de rato tratado com amiodarona. A) Linhagem Wistar: numerosos macrofagos
“espumosos” (setas). Shorr x200. B) Linhagem WKY: celuridade aumentada com numerosos neutrdfilos e macréfagos; raros macrofagos

“espumosos” (setas). Shorr x100. C) Linhagem SHR: varias hemdcias e raros macréfagos “espumosos” (setas). Shorr x200.

torio linfoplasmocitario perivascular discreto e poucos
macrofagos alveolares “espumosos” intra-alveolares (1+).

Comparacéo das variaveis estudadas entre as li-
nhagens sHR, WKY e Wistar

Mortalidade pela amiodarona foi observada apenas nos
grupos tratados da linhagem wky, sendo maior no sexo
masculino. Embora sem mortalidade, os animais SHR tra-
tados de ambos 0s sexos apresentaram sangramento im-
portante durante a realizacdo do LBA (50% dos animais
estudados).

Em relacdo ao peso corporal, animais SHR tratados de
ambos 0s sexos apresentaram o menor diferencial de peso
entre as linhagens estudadas. Ratos machos Wistar e SHR
tratados apresentaram maior diferencial de peso do que
as fémeas das suas respectivas linhagens.

Os achados mais caracteristicos do LBA nas linhagens
estudadas estdo ilustrados nas Figura 1 A, B, C. O maior
ndmero de células recuperadas no LBA foi observado em
machos, sendo maior na linhagem wky, seguida pela li-
nhagem Wistar e, por ultimo, pela linhagem SHR. Entre-
tanto, nos machos e fémeas wky a contagem diferencial
mostrou o menor percentual de macréfagos — poucos de-
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les “espumosos” — e 0 maior de PMN entre as trés. A
maioria dos macrofagos recuperados de LBA de ratos tra-
tados da linhagem Wistar apresentava caracteristicas mor-
fologicas de fosfolipidose, enquanto estas caracteristicas
foram observadas poucas vezes em macrofagos de ratos
SHR tratados.

Quanto ao exame anatomopatolégico dos pulmdes, ndo
foram observadas diferencas entre os sexos. O exame
dos ratos Wistar foi caracterizado pela acentuada quanti-
dade de macrofagos “espumosos” intra-alveolares, dos
ratos WKy pela presenca de inUmeros abscessos intrapa-
renquimatosos e dos ratos SHR pela hemorragia alveolar
(Figura 2 A, B, C). Varios animais dos grupos controles
das trés linhagens apresentaram areas focais de infiltrado
linfoplasmocitario perivascular e peribronquico discretos,
que foram abstraidos nos exames dos grupos tratados.

DiscussAo

A patogénese da pneumonite induzida pela amiodaro-
na ainda € controversa, com trés mecanismos béasicos
propostos: acdo direta da droga sobre as células pulmo-
nares, acdo indireta através de mecanismos de hipersen-
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Estudo do efeito da amiodarona sobre o peso corpdreo e sobre determinantes morfol6gicos e citopatoldgicos do pulmédo em ratos

sibilidade e mecanismos oxidantes®©26-32, Muito desse
conhecimento foi obtido em modelos experimentais, sen-
do um modelo classico de pneumonite induzida por amio-
darona o desenvolvido por Wilson et al.?® em ratos da
linhagem Fischer-344. O racional para a realizacdo do
presente trabalho foi a procura, entre as linhagens dispo-
niveis em nosso meio, de uma linhagem de ratos susceti-
vel a amiodarona. Como em humanos a pneumonite por
essa droga acomete principalmente individuos do sexo
masculino, foram estudados animais de ambos 0s sexos.
Dessa maneira, foi possivel verificar-se diferencgas entre
as linhagens e entre sexos.

A linhagem Wistar é menos suscetivel a amiodarona
quando comparada com a linhagem Fischer-3440.12) En-
tretanto, em ratos Wistar tratados com a droga tém sido
descritas alterac8es na celularidade do LBA e presenca de
macréfagos alveolares “espumosos”, semelhantes aos
encontrados na linhagem Fischer-344 e em humanos tra-
tados com a droga*©. Pneumonite droga-induzida ndo tem
sido observada em ratos Wistar*?, exceto por Carvalho
et al.?¥ ap6s tempo prolongado de tratamento, porém,
com caracteristicas anatomopatolégicas diferentes das
observadas em pulmdes de ratos Fischer-344 e de huma-
nos portadores da doenca.

Como a linhagem Wistar ndo é isogénica, estando, por-
tanto, sujeita a varia¢@es individuais, decidimos testar a
possibilidade de a amiodarona causar lesbes pulmonares
em ratos de outras linhagens isogénicas que néo a Fischer-
344. Escolhemos a linhagem SHR porgue esses animais,
devido a hipertenséo arterial, desenvolvem hipertrofia
cardiaca e suas complicagfes, 0 que, de certa maneira,
reproduz as situacdes clinicas nas quais a amiodarona é
utilizada®®. Seu controle genético normotenso, a linha-
gem WKy, é altamente sensivel a agressdes de origem
imunoldgica, sendo utilizada em modelos experimentais
de lesBes glomerulares e pulmonares por imunocomple-
x0sB4, Sobretudo, ndo ha na literatura estudos sobre a
acdo da amiodarona em pulmdes de ratos SHR e WKY.

A escolha da dose da droga foi baseada nos modelos
experimentais de pneumonite por amiodarona em ratos
Fischer-344, que induz aumento de celularidade do LBA e
aparecimento de fosfolipidose nos macréfagos alveolares
ja na 32 semana de tratamento(®2.13),

Os resultados do presente trabalho mostram que das
trés linhagens estudadas os animais da linhagem Wistar
apresentaram maior suscetibilidade pulmonar a amioda-
rona. O LBA dos ratos Wistar tratados revelou aumento
do nimero total de células e os tipicos macrofagos alveo-
lares “espumosos”, descritos em humanos e em animais
de experimentacao®-3.6:10.16.19) Entretanto, nao foi obser-
vada, a microscopia Optica, pneumonite droga-induzida.
Provavelmente, a dose relativamente baixa de amiodaro-
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na e o periodo curto de estudo — diferentemente do tra-
balho de Carvalho et al.?* — foram responsaveis pela au-
séncia de pneumonite. A contagem diferencial das célu-
las recuperadas no LBA revelou predominio de macrofagos,
achado semelhante ao encontrado por Wilson et al.®
em ratos Fischer-344.

Em ratos SHR, 0 LBA foi francamente hemorrégico, tal-
vez pela fragilidade capilar secundaria a hipertensao arte-
rial somada a manipulacao para realizacao do LBA. Outra
explicagdo para esse achado seria maior toxicidade da
amiodarona para as células endoteliais. Israel-Biet et al.8),
que observavam maior sangramento no LBA de humanos
na fase inicial da pneumonite por amiodarona, atribuem
este fendbmeno a uma possivel agdo téxica da droga so-
bre as células endoteliais. A amiodarona ndo induziu o
aparecimento significante de macréfagos “espumosos”
nem de inflamagdo pulmonar intersticial nos ratos SHR de
ambos 0s sexos, dados que sugerem que, nesse modelo
experimental, a droga tem pouca agdo pneumotoxica.

Em ratos wKYy, a amiodarona provocou elevadas mor-
bidade e mortalidade. Os animais apresentaram impor-
tante reducdo no ganho de peso corpéreo e acentuada
suscetibilidade a infec¢cdes pulmonares. N&o foram inves-
tigadas as causas desses achados, mas pode ser sugerido
que: 1) nessa linhagem, muito sensivel a agresses imu-
nologicas, a droga altera mecanismos de defesa, permi-
tindo infeccBes graves e perda de peso; 2) o metabolismo
da amiodarona em animais dessa linhagem provoca alte-
racdes que levam a desnutricdo com consequente susceti-
bilidade para infeccdes; 3) pode ter ocorrido a concomi-
tancia das duas hipo6teses acima.

Nas trés linhagens estudadas, o aumento de celularida-
de do LBA foi maior nos animais do sexo masculino. Rakita
et al.® chamaram atencdo para o fato de a pneumonite
por amiodarona em humanos acometer preferencialmente
individuos do sexo masculino e Reasor et al.*» mostra-
ram que os niveis de amiodarona no tecido pulmonar de
fémeas da linhagem Fischer-344 eram menores que no
de machos. O motivo dessa diversidade entre os sexos
ndo esta determinado, sendo necessarios estudos genéti-
cos e/ou hormonais detalhados, que ndo foram objeto de
estudos neste trabalho.

Também em relagdo ao ganho de peso corporeo fo-
ram observadas diferencas entre os sexos nas linhagens
estudadas. Embora as fémeas controles tenham apresen-
tado ganho de peso significativamente menor que 0s
machos controles de suas respectivas linhagens, houve
também diferenca estatisticamente significante entre o
diferencial de peso das fémeas tratadas e seus respectivos
controles, isto €, as fémeas ganharam menos peso com o
uso da droga do que os machos. Altera¢gbes de peso em
ratos tratados com amiodarona tém sido relatadas na lite-
ratura e explicadas pelos efeitos da droga sobre o trato
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gastrointestinal e figado e/ou pela inducédo de anorexia®
11,13,19)

Nossos resultados também sugerem que a amiodarona
deve alterar diferentemente o funcionamento de 6rgaos
e/ou sistemas entre 0s sexos, uma vez que as fémeas
tratadas apresentaram menor nimero de células no LBA
do que os machos tratados, indicando menor a¢do pneu-
motoxica da amiodarona no sexo feminino e menor ga-
nho de peso corpoéreo, indicando maior agdo téxica da
droga sobre o metabolismo do organismo nesse sexo.

Em resumo, os resultados deste trabalho mostraram que,
com 175mg/dia de amiodarona por quatro semanas, das
trés linhagens estudadas, a linhagem Wistar, embora néo
isogénica, € a que apresenta maior suscetibilidade pulmo-
nar a amiodarona e que as linhagens SHR e WKY nao sdo
adequadas para o estudo da toxicidade pulmonar induzi-
da pela droga. Além disso, a amiodarona tem maior efei-
to sobre os pulm&es em machos e sobre 0o metabolismo
do organismo em fémeas, o que limita a utilizacdo de
animais do sexo feminino em experimentos sobre a pneu-
monite induzida por amiodarona.
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